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Aβ Peptide beta amyloïde 
Aβ40 Peptide beta amyloïde de 40 acides aminés 
Aβ42 Peptide beta amyloïde de 42 acides aminés 
ADP Adénosine diphosphate 
ADN Acide désoxyribonucléique 
APP Protéine précurseur du peptide amyloïde 
ARNm Acide ribonucléique messager 
ATP Adénosine triphosphate 
BACE1 β-sécrétasse 1 
bFGF Facteur basique de croissance de fibroblastes 
BHE Barrière hémato-encéphalique 
BSA Albumine du sérum bovin 
CPPs Cel-penetrating peptides 
[Ca2+]i Concentration intracelulaire de Calcium 





EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid 
GABA Acide γ-aminobutirique 
HFIP Hexafluorure d’Isopropanol 
hCMEC/D3  Lignée celulaire d’origine endothéliale humaine 
K562 Lignée celulaire d’origine érytrolymphoblastique humaine ne 
surexprimant pas la P-gp 
K562/ADR Lignée celulaire d’origine érytrolymphoblastique humaine 
surexprimant la P-gp 
Log D Coeficient de partition Octanol/Tampon 
LRP1 Récepteur pour les lipoprotéines de faible densité 
MDR Résistance aux drogues multiples 
MQAE N-(Ethoxycarbonylmethyl)-6-Methoxyquinolinium Bromide 
MRP1 Protéine associée à la résistance aux drogues multiples 
NBD Domaine d’union aux nucléotides 
Pi Phosphate inorganique 
P-gp P-Glycoprotéine 
ROS Espèces réactives d’oxygène 
SDS Dodécyl sulfate de sodium 
6 
 
SH-SY5Y Lignée celulaire d’origine neuronale humaine 
SNC Système Nerveux Centrale 
TEMED Tetramethylethylenediamine 
TFE Trifluoroéthanol 
ThT Thioflavine T 
TMR Tetramethylrosamine 
Ψmit Potentiel membranaire mitochondriale 
∆Ψmit Variation du potentiel membranaire mitochondriale 
∆p Force proton-motrice 
7 
 
Table de matières 
 
Introduction ............................................................... 10 
Chapitre 1 : La maladie d’Alzheimer : généralités et principaux acteurs moléculaires ...... 14 
1.1.- La maladie d’Alzheimer : généralités et aspects cliniques...................... 15 
1.2.- Acteurs moléculaires à l’origine de la maladie d’Alzheimer .................... 20 
1.2.1.- La protéine précurseur du peptide amyloïde ............................. 20 
1.2.2.- Les sécrétasses .................................................... 22 
1.2.3.- Les peptides amyloïdes (Aβ) ......................................... 22 
1.3.- Les peptides Aβ sont-ils nécessaires pour la fonction neuronale ? ............... 25 
Chapitre 2 : L’agrégation du peptide amyloïde à l’origine de la maladie d’Alzheimer ...... 27 
2.1.- Le phénomène d’agrégation des peptides amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer .. 28 
Chapitre 3 : Efets toxiques du peptide amyloïde au niveau neuronal ................... 37 
3.1.- Mécanisme de toxicité du peptide amyloïde dans les celules ................... 38 
3.1.1. Altérations au niveau de la membrane plasmique ......................... 38 
3.2.2. Dysfonctionnement de la mitochondrie et stress oxydant ................... 42 
3.3.3. Les dégénérescences neurofibrilaires .................................. 44 
Chapitre 4 : La barrière hémato-encéphalique, ses transporteurs et leur rôle dans le 
développement de la maladie d’Alzheimer ....................................... 47 
4.1.- La barrière hémato-encéphalique (BHE ................................... 48 
4.2.- La barrière hémato-encéphalique vis à vis de la perméabilité ................... 50 
4.3.- Les transporteurs ABC ................................................. 51 
4.4.- La P-Glycoprotéine (P-gp) .............................................. 52 
4.4.1. Le cycle catalytique du transport de substrats par la P-gp ................... 55 
4.5.- Les voies physiologiques de l’influx et de l’eflux des peptides Aβ à travers la BHE61 
4.6.- La P-gp et le transport des peptides amyloïdes .............................. 62 
Chapitre 5 : Matériels et Méthodes ............................................. 67 
8 
 
5.1- Les appareils utilisés ................................................... 68 
5.1.1.- Le compteur de celules ............................................. 68 
5.1.2.- Les sonicateurs ................................................... 68 
5.1.3.- Les centrifugeuses ................................................. 68 
5.1.4.- Le spectrophotomètre d’absorption électronique ......................... 69 
5.1.5.- Le spectrofluorimètre .............................................. 69 
5.1.6.- Le générateur de courant ............................................ 69 
5.2.- Les lignées celulaires ................................................. 70 
5.3.- Les milieux de culture ................................................. 71 
5.4.- Solubilisation du peptide amyloïde Aβ42 .................................. 72 
5.5.- Obtention des oligomères d’Aβ42 ........................................ 73 
5.6.- Electrophorèse en gels de polyacrylamyde en présence de dodecylsulfate de sodium 
(SDS-PAGE) ............................................................ 73 
5.7.- Détection des protéines séparées par électrophorèse par coloration utilisant le nitrate 
d’argent ................................................................. 74 
5.8.- Préparation des vésicules de membranes de celules K562/ADR ................ 77 
5.9.- Détermination de la concentration de protéines par la méthode de Bradford ....... 79 
5.10.- Détermination de l’activité ATPase de la P-gp dans des vésicules de membrane ... 79 
5.11.- Mesure de la vitesse d’efflux d’une anthracycline par la P-gp ................. 81 
5.12. Mesure de la toxicité du peptide Aβ42 .................................... 83 
5.12.1 - Essais de toxicité du peptide Aβ42 dans les lignées celulaires K562, K562/ADR 
et SH-SY5Y ........................................................... 83 
5.12.2.- Détermination de la concentration intracelulaire de Chlorure (Cl-) .......... 85 
5.12.3. - Mesure du potentiel de membrane mitochondriale (Ψmit) des celules SH-SY5Y 
en présence et en absence du peptide Aβ42 ................................... 87 
Chapitre 6 : Résultats et Discussion ............................................. 89 
6.1.- Préparation des solutions du peptide Aβ42 et étude de son agrégation en fonction du 
temps .................................................................. 90 
9 
 
6.2.- Efet de Aβ42 sur l’activité ATPase de la P-gp dans des vésicules de membrane des 
celules K562/ADR ....................................................... 93 
6.3.- Efet du peptide Aβ42 sur le transport de la Pirarubicine par la P-glycoprotéine dans 
les lignées celulaires K562/ADR et hCMEC/D3 ................................ 96 
6.4.- Toxicité du peptide Aβ42 .............................................. 101 
6.4.1.- Evaluation des efets toxiques du peptide Aβ42 dans les lignées celulaires K562, 
K562/ADR et SH-SY5Y : survie celulaire .................................. 101 
6.4.2.- Evaluation des efets toxiques du peptide Aβ42 dans la lignée celulaire SH-
SY5Y : modifications de la concentration intracelulaire de chlorure .............. 102 
6.4.3.- Evaluation des efets toxiques du peptide Aβ42 dans la lignée celulaire SH-
SY5Y : modifications du potentiel membranaire mitochondriale. ................. 106 
6.5.- Discussion ......................................................... 109 
6.5.1.- Transport du peptide Aβ42 par la P-gp ................................ 109 
6.5.2.- Toxicité du peptide Aβ42 .......................................... 124 
Chapitre 7 : Modulation de l’eflux de la Pirarubicine par des molécules susceptibles d’inhiber 
le fonctionnement de la ..................................................... 131 
P-glycoprotéine ........................................................... 131 
7.1.1.- Contexte ......................................................... 132 
7.1.2.- Méthodologie ..................................................... 137 
7.1.3.- Expression des résultats ............................................. 142 
7.2.- Résultats ........................................................... 142 
7.3.- Discussion ......................................................... 145 
Conclusions et Perspectives .................................................. 148 























La maladie d’Alzheimer est devenue, au fil des années, le désordre neurodégénératif 
le plus fréquent chez les personnes âgées chez qui ele se manifeste par un déclin cognitif. 
Cette maladie se caractérise principalement par deux types de lésions: les plaques amyloïdes, 
formées d'agrégats de peptides Aβ, et les dégénérescences néurofibrilaires. Depuis la 
découverte de cete maladie, il y a plus de cent ans, de nombreuses équipes de recherche se 
sont atelées à la tâche de déterminer son origine et, à concevoir et développer des stratégies 
thérapeutiques. Cependant, nous sommes encore loin de comprendre les éléments intervenant 
dans la pathogénèse de cete maladie. 
En bref, la maladie d’Alzheimer se caractérise par l’accumulation dans le cerveau de 
peptides et en particulier du peptide Aβ42 qui s’avère être le plus toxique. Ce peptide doit être 
éliminé du cerveau et le transporteur P-glycoprotéine (P-gp) présent dans la Barière Hémato 
Encéphalique (BHE) a été proposé comme intervenant dans ce processus.  Ce point est 
l’objectif essentiel de notre thèse, à savoir la relation entre peptide Aβ42 et P-gp, qui 
représente le fruit de trois années et demi de travail qui aboutissent à porter une contribution 
dans le domaine du développement de cete maladie. 
Les chapitres 1 à 4 de cete thèse ilustrent la complexité de la maladie d’Alzheimer et 
de la BHE. En fonction des objectifs de cete thèse, établis ci-dessus, diférentes approches 
expérimentales ont été utilisées. Celes-ci sont présentées en détails dans le chapitre 5, tandis 
que les résultats des expériences réalisées afin d’ateindre les objectifs sont décrites dans le 
chapitre 6. Une analyse approfondie de toutes les données expérimentales est également 
développée tout au long de ce chapitre. Le chapitre 7 aborde l'étude de la capacité de 
nouveles molécules à inhiber le transport de la P-gp. Les conclusions dérivées de ce travail 
ainsi que les perspectives occupent le chapitre 8. 
12 
 
Dans cete thèse, nous nous sommes atachés essentielement à l’étude du rôle de la P-
gp dans l’accumulation du peptide Aβ42 dans le cerveau et différentes expériences ont été 
réalisées afin de répondre aux trois questions suivantes: 
1.- Le peptide Aβ42 peut-il être un substrat de la P-gp ? 
En raison de la divergence des opinions, appuyées sur des résultats expérimentaux, 
nous avons décidé de faire une étude visant à confirmer ou contredire la proposition d’un 
transport de Aβ42 par la P-gp. Il est très dificile de montrer réellement le transport d’une 
molécule par la P-gp, de teles expériences n’ont été efectuées que dans de rares cas. 
Cependant, il y a un certain nombre de critères, relativement faciles à vérifier, qui doivent être 
remplis pour qu’une molécule (M) puisse être un substrat de la P-gp. Ces critères sont : 
• La modification ou non de l’activité ATPase de la P-gp, en présence de (M), 
en sachant qu’il a été proposé que l’hydrolyse d’ATP ait lieu lors du transport 
de M 
• La modulation de la vitesse d’efflux d’un substrat de la P-gp par (M) 
Dans le cas où aucun de ces critères n’est rempli, on peut « conclure » que la 
molécule (M) n’est pas substrat de la P-gp. 
• Une toxicité plus faible de (M) vis-à-vis des celules surexprimant la P-gp par 
rapport aux celules qui l’expriment en moindre quantité, bien entendu pour 
une même lignée celulaire. Pour ce faire des celules tumorales (K562) et la 





2.- Quels sont les efets toxiques induits par Aβ42 dans les celules neuronales? 
Afin de contribuer à une meileure connaissance des efets toxiques déclenchés par 
Aβ42, nous nous sommes intéressés à étudier la variation des paramètres suivants : la 
concentration intracelulaire de chlorure et le potentiel de la membrane mitochondriale, en 
utilisant comme modèle la lignée celulaire neuronale SH-SY5Y. Ce choix obéit à l’absence, 
dans la litérature, d’études approfondies sur la variation de ces deux paramètres, 
contrairement à l’abondante litérature existant sur le lien entre les variations des 
concentrations d’ions Ca2+ et la toxicité neuronale.   
3.-L’efflux de la Pirarubicine par la P-gp peut-il être modulé par de nouveles molécules 
synthétiques ? 
Une partie complémentaire de cete thèse a été dédiée à l’étude de la capacité 
inhibitrice de diférentes molécules sur le transport d’une anthracycline, la Pirarubicine (Pira), 
par la P-gp en utilisant comme modèle la lignée celulaire K562/ADR, sur exprimant ce 











Chapitre 1 : La maladie 
d’Alzheimer : généralités 









1.1.- La maladie d’Alzheimer : généralités et aspects cliniques 
De nos jours, l’espérance de vie progresse de plus en plus au niveau mondial. Cela 
peut constituer un triomphe des sociétés modernes mais signifie aussi l’apparition d’une série 
de problèmes et de changements, dont les maladies liées à l’âge. Parmi ces maladies, celes 
qui sont de la famile des pathologies neurodégéneratives, constituent une partie importante de 
ces problèmes. 
En 1906, le psychiatre bavarois Alois Alzheimer présenta, lors d’un congrès à Munich, 
les caractéristiques d’un syndrome étudié chez une femme âgée. Ces caractéristiques étaient : 
• Perte progressive de la mémoire. 
• Fonctions cognitives altérées. 
• Altérations du comportement mises en évidence par la manifestation de la paranoïa 
et des halucinations. 
• Trouble progressive du langage (aphasie). 
A l’heure actuele, le regroupement de ces manifestations et d’autres au niveau 
histologique est connu sous le nom de maladie d’Alzheimer, et ele représente près de 60% 
des cas de maladies neurodégéneratives (Selkoe, 2001 ; Niedowics et al, 2011) (Figure 1). 
Aujourd’hui, plus de 35 milions de personnes sont touchées par cete maladie. Ce 
chifre sera presque doublé au cours des 20 prochaines années : les estimations prévoient 




Figure 1 : Distribution des principales maladies neurodégéneratives. D’après Niedowicz et 
al, 2011 
 
L’organe concerné par la maladie d’Alzheimer est le cerveau. Plus spécifiquement, les 
altérations au cours de cete maladie afectent les neurones. Chez l’humain, le cerveau 
contient environ 1011 neurones. Ces neurones sont des celules spécialisées capables de 
transmetre de l’information par l’intermédiaire de signaux électriques et chimiques. La 
plupart des neurones contient trois parties fondamentales : le corps celulaire, l’axone et les 
dendrites (Figure 2a). La survie des neurones dépend de trois processus biologiques : 
1. La communication celulaire avec d’autres neurones. 
2. Les réactions métaboliques afin d’assurer le bon fonctionnement. 
3. La réparation des connections nécessaires pour la communication inter-neurones 
et leur régénération pour assurer l’accomplissement des fonctions cérébrales 





Figure 2. Un neurone est généralement composé de trois parties fondamentales : le corps 
celulaire qui contient le noyau et les autres organites, l’axone entouré de myéline, une 
substance de nature lipidique protectrice et les dendrites (A). Lors de la maladie d’Alzheimer, 
la structure et le fonctionnement des neurones sont afectés finissant par la mort des celules 
(B, neurone sain et C, neurone afecté par la maladie d’Alzheimer). La mort neuronale afecte 
certaines régions du cerveau associées au langage, à la mémoire et au comportement (D) 
 
Lors de la maladie d’Alzheimer, les neurones sont endommagés au point qu’ils cessent 
de fonctionner et finalement meurent. Au début de la maladie, la destruction des neurones et 
de ses connections a lieu dans le cortex entorhinal et l’hippocampe cérébral, deux zones du 
cerveau associées à la mémoire. Dans les étapes tardives de la maladie, la mort neuronale 
s’étend aux régions du cortex responsables du langage, du comportement social et du 
raisonnement (Figure 2d), rendant, contrairement à un sujet sain, la personne incapable de 
percevoir le monde extérieur.    
La maladie d’Alzheimer étant un désordre progressif, on distingue au niveau clinique 
les étapes suivantes (Sperling et al, 2011 ; Weintraub et al, 2012) : 
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1. La phase préclinique : les lésions commencent dans le cortex entorhinal et continue 
vers l’hippocampe, une région très proche de la première et qui intervient dans la 
mémoire à court et à long terme. Par conséquent, la perte de la mémoire s’avère 
comme le premier signe perceptible. 
2. La phase faible à modérée : la perte de la mémoire s’aggrave et d’autres 
changements dans des habilités cognitives commencent à apparaître, tels que 
confusion sur la localisation de certains objets, anxiété, halucinations, paranoïa, 
iritabilité, perte de la spontanéité et de l’initiative pour accomplir des tâches 
quotidiennes, problèmes pour reconnaître des amis et membres de la famile, 
premières dificultés avec la lecture, l’écriture et les mathématiques. Les signes 
histopathologiques caractéristiques de la maladie sont nombreux et le diagnostic 
clinique est surtout fait au cours de cete étape. 
3. La phase sévère : l’atrophie cérébrale est étendue et le patient devient complètement 
dépendant des soins apportés par les autres. La perte du poids est manifeste, ainsi que 
les infections et le sommeil prolongé. La mort neuronale est assez importante. A cete 
étape, la personne passe la plupart du temps couchée et finalement meurt, le plus 
souvent suite à des complications respiratoires. 
 
En liaison avec les manifestations cliniques mentionnées ci-dessus, il y a deux 
caractéristiques au niveau microscopique qui constituent les marqueurs histopathologiques de 
la maladie (Figure 3), (Selkoe, 2001 ; Cvetković-Dožić et al, 2001 ; Walsh and Selkoe, 2004 ; 
Avila et al, 2004 ; Perl, 2010) : 
1. Les plaques séniles ou plaques neuritiques : il s’agit des structures complexes 
composées par des agrégats amorphes d’une protéine d’environ 4 kDa dans une 
conformation majoritairement de type feuilet β plissé appelée peptide amyloïde. Ces 
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agrégats sont détectés au niveau extracelulaire et parfois sont corélés avec le 
dommage de l’axone et des dendrites des neurones. 
2. Les dégénérescences neurofibrilaires : il s’agit d’inclusions fibreuses anormales qui 
occupent la plupart du cytoplasme perinucléaire (c’est-à-dire qu’eles sont 
intracelulaires) composées par une protéine nommée Tau, associée aux 
microtubules. L’utilisation des anticorps spécifiques a permis de montrer que cete 
protéine présente une hyper phosphorylation, altération qui est peut être à l’origine de 
son accumulation. Cete protéine est impliquée dans la stabilisation du cytosquelete 
neuronal. L’hyper phosphorylation de Tau est alors à l’origine de la déstabilisation 





Figure 3 : Les lésions cérébrales caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. La barre 
représente 50 µm. D’après Nelson et al, 2012 
 
1.2.- Acteurs moléculaires à l’origine de la maladie d’Alzheimer 
1.2.1.- La protéine précurseur du peptide amyloïde 
La protéine précurseur du peptide amyloïde (APP pour Amyloid precursor protein) est 
une glycoprotéine transmembranaire (Figure 4) exprimée de façon ubiquitaire chez les 




Figure 4: Structure de l’APP. Les domaines fonctionnels sont localisés majoritairement au 
niveau de la région extracelulaire de la protéine et incluent notamment des domaines qui 
agissent comme facteur de la croissance celulaire et d’union à l’héparine (HBD1/GFLD en 
gris clair et HBD2 en bleu clair), des domaines de complexation aux métaux cuivre et zinc 
(CuBD en violet clair et ZnBD en orange respectivement) et un domaine responsable de la 
génération des peptides amyloïdes, responsable de la maladie d’Alzheimer (couleur vert) 
(Modifié d’après Lazarov and Demars, 2012) 
 
Cete protéine appartient à la famile des protéines membranaires de type I (Zheng et 
Koo, 2011 ; Lazarov and Demars, 2012 ; O’Brien and Wong, 2011). Tous les membres de 
cete famile possèdent des domaines extracelulaires assez longs tandis que le domaine 
intracelulaire est de petite taile. 
Le splicing alternatif de l’ARN messager de l’APP produit 8 isoformes qui difèrent 
de par leur nombre d’acides aminés : 695, 751 et 770 ; la forme de 695 acides aminés est 
exprimée principalement au sein du système nerveux central (SNC) (Bayer et al, 1999). 
L’APP est aussi la cible des modifications qui ont lieu après la traduction de l’ARN messager, 
teles que la glycosylation, la phosphorylation et l’addition des groupes sulfate aux résidus de 




1.2.2.- Les sécrétases 
A) L’α-sécrétase est une enzyme transmembranaire ayant une activité endoprotéase 
de type métalo protéinase qui est censée participer au clivage de l’APP (Sangram, 1992). Les 
enzymes possédant cete activité présentent un domaine de type « disintegrin », responsable 
de l’interaction de l’enzyme avec la matrice extracelulaire ainsi qu’au clivage de protéines 
membranaires. Les protéines connues possédant cete activité appartiennent à la famile 
ADAM (pour A Disintegrin and A Metaloprotease) (Zhang et al, 2011).  
B) La β-sécrétase est une enzyme transmembranaire localisée au niveau des neurones 
qui a une activité aspartyl-protéinase. Ele est appelée BACE1 (pour β-site APP cleaving 
enzyme) (Zheng and Koo, 2011). Ele participe à la première étape de la génération du peptide 
amyloïde. 
C) La γ-sécrétase est une enzyme issue d’un complexe constitué de 4 protéines 
intégrales de membrane : la préséniline, la nicastrine, l’Aph-1 (pour Anterior pharynx 
defective 1) et la Pen-2 (pour Presenilin enhancer 2). Ele présente une activité de type 
aspartyl protéinase et participe à la deuxième étape du clivage de l’APP (Farmery et al, 2003 ; 
Wolfe, 2006). 
1.2.3.- Les peptides amyloïdes (Aβ) 
Ils résultent d’un processus de clivage enzymatique séquentiel mené par les 
sécrétasses sur l’APP. Ce processus peut avoir lieu selon deux voies diférentes : 
Voie non amyloïdogénique : l’APP est d’abord substrat de l’α-sécrétase au niveau de 
la liaison peptidique entre les résidus d’acides aminés Lysine (Lys) et Leucine (Leu) situés 
dans les positions 16 et 17 du domaine Aβ, produisant un métabolite soluble appelé sAPPα. 
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Ce fragment contient la plupart des domaines fonctionnels de la protéine. Ce premier clivage 
exclue la possibilité de génération des peptides Aβ « intacts » et donc pathogènes. 
Le fragment qui reste ataché à la membrane, spécifiquement la partie du domaine Aβ, 
est pris en charge par l’activité de la γ-sécrétase générant un fragment extracelulaire tronqué 
d’Aβ de 3 kDa appelé p3 et aussi le peptide cytoplasmique AICD (Figure 5). 
                       
Figure 5: Voie non amyloidogénique du métabolisme de l’APP. Cete voie est caractérisée 
par le non génération des peptides Aβ fonctionnels. Voir description dans le texte (figure 
d’après Thinakaran and Koo, 2008) 
 
Voie amyloïdogénique : l’APP est d’abord substrat de la β-sécrétase au niveau de la 
liaison peptidique entre les résidus d’acides aminés Méthionine (Met) et Aspartate (Asp) 
situés dans les positions 671 et 672, produisant le métabolite sAPPβ. La diférence entre 
sAPPβ et sAPPα est que sAPPβ n’inclue aucune partie du domaine Aβ, laissant la possibilité 
de génération des peptides amyloïdes pathogènes. 
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Le fragment de 99 acides aminés (appelé CTFβ) qui reste ataché à la membrane est 
ensuite soumis à la γ-sécrétase. Cete enzyme étant peu sélective dans les sites de clivage, 
amène à la production des peptides amyloïdes Aβ de diférentes tailes, qui varient entre 38 et 
43 acides aminés ainsi que le peptide cytoplasmique AICD (Murphy and LeVine, 2010 ; 
Thinakaran and Koo, 2008) (Figure 6). 
                       
 
Figure 6: Voie amyloïdogénique de la production des peptides amyloïdes. Voir description 
dans le texte (figure d’après Thinakaran and Koo, 2008) 
 
 
Parmi toutes les variétés de peptides amyloïdes générées par l’action de la γ sécrétase, 
il y en a deux particulièrement abondantes : la forme de 40 acides aminés (Aβ40) qui 
constitue à peu près 80-90% des produits totaux et la forme de 42 acides aminés (Aβ42) qui 
représente 5-10% du total. De ces deux peptides, la forme la plus longue (Aβ42) est la plus 
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hydrophobe et par conséquent cele qui a tendance à former des fibriles qui se déposent au 
niveau cérébral (Selkoe, 2001). 
La partie de l’APP à l’origine des peptides Aβ, se trouve dans la membrane plasmique. 
Il a été proposé que la seule production de ces peptides soit un événement exclusivement 
pathologique. Cependant, ce n’est qu’au début des années 90 que surgissent des travaux 
montrant que la libération de Aβ avait aussi lieu dans des conditions celulaires normales et le 
peptide commence à être détecté dans plusieurs types celulaires ainsi que dans le plasma et 
dans le fluide cérébrospinal des individus non ateints par la maladie d’Alzheimer (Busciglio 
et al, 1993 ; Seubert et al, 1992). 
 
1.3.- Les peptides Aβ sont-ils nécessaires pour la fonction neuronale ?  
Malgré les résultats montrant la production de Aβ dans des conditions celulaires 
normales, son rôle physiologique au sein du cerveau reste, à ce jour, méconnu. Cependant, un 
certain nombre de propositions, issues de diférents travaux de recherche, ont été faites : 
- Les peptides Aβ pourraient être des régulateurs physiologiques de la fonction des 
canaux ioniques dans les neurones, notamment ceux de K+ (Yu, 2003). L’activité de plusieurs 
types de canaux potassiques est corélée avec l’excitabilité, l’excitotoxicité causée par la 
libération du glutamate et l’augmentation de la conductance du K+ liée à l’apoptose. Dans le 
contexte de la maladie d’Alzheimer, il a été trouvé qu’Aβ peut entraîner la conductance du 
potassium dans les neurones et les astrocytes, conduisant à la mort celulaire. 
- D’autres expériences suggèrent que Aβ joue un rôle dans le contrôle de l’activité 
synaptique via un feedback négatif (Figure 7), c’est-à-dire que l’activité synaptique produit 
augmentation de l’activité de l’β-sécrétasse sur l’APP, augmentant la production de Aβ, ce 
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qui diminue l’activité synaptique (Esteban, 2004). La régulation de l’activité synaptique est 




Figure 7. Mécanisme proposé pour le contrôle de l’activité synaptique par Aβ (d’après 
Esteban, 2004) 
 
Concernant l’influence de Aβ sur la survie neuronale, Plant et al (2003) ont montré 
qu’une inhibition de l’activité des β et γ sécrétasses entraînait la mort neuronale. Cete mort 
peut-être due au non production de Aβ. Il est intéressant de remarquer que cet effet est annulé 
par addition de la forme Aβ40 tandis que la forme Aβ42 n’a pas d’efet significatif. 
Ces travaux et bien d’autres essaient d’expliquer l’importance de la production des 
peptides amyloïdes chez les individus sains. Pourtant, le problème suivant reste à résoudre : 
quels facteurs sont à l’origine de son accumulation, cause apparente de la maladie 







Chapitre 2 : L’agrégation 
du peptide amyloïde à 









2.1.- Le phénomène d’agrégation des peptides amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer 
Comme il est décrit dans la section 1.2, les peptides Aβ sont les produits du clivage de 
l’AP par les α, β et γ sécrétases. L’activité protéolytique de la γ-sécrétase en diférentes 
positions du domaine Aβ libère diférents fragments composés de 36-43 acides aminés, dont 
les plus nombreux sont Aβ40 et Aβ42. Les séquences de ces deux peptides sont représentées 
dans la figure 8. 
 
Figure 8: Séquence primaire des peptides amyloïdes. La figure fait référence aux formes de 
40 et 42 acides aminés 
 
La présence, dans les séquences primaires des peptides, de résidus d’acides aminés 
hydrophobes (23 dans la forme Aβ40 et 25 dans la forme Aβ42), est la raison pour laquele 
Aβ montre une tendance à former des agrégats dans un milieu aqueux et explique, en partie, la 
présence de ces agrégats lors de la maladie d’Alzheimer. L’importance de la séquence a été 
mise en évidence par différentes études et a conduit à l’identification d’un centre hydrophobe 
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comprenant les résidus 17-21, ainsi qu’un rôle majeur du domaine C-terminal dans la 
formation des agrégats (Di Carlo, 2010). La présence de deux résidus hydrophobes 
supplémentaires, dans la forme Aβ42 par rapport à la forme Aβ40, explique pourquoi cele-ci 
forme moins facilement des agrégats que Aβ42 (Figure 8).  
D’une manière générale, l’agrégation peut être considérée comme étant due à 
l’interaction entre protéines, initialement dépliées, jusqu’à la formation de conglomérats, 
souvent amorphes, au niveau intra ou extracelulaire. Dans la plupart des cas, ces agrégats 
sont toxiques. Bien que la disposition des protéines qui forment ces agrégats soit désordonnée, 
la conformation de chacune d’entre eles est souvent essentielement en feuilet plissé β. 
Dans le but de déterminer ce qui, de façon ultime, conduit à la formation de plaques, 
marqueurs histopathologiques de la maladie d’Alzheimer, l’agrégation des peptides amyloïdes 
a été, depuis plusieurs années, l’objet de nombreux travaux de recherche. Cete connaissance 
du processus d’agrégation s’avère très importante pour le développement de stratégies 
eficaces destinées à prévenir ou/et à traiter la maladie.  
Les études in vitro de l’agrégation utilisant des formes synthétiques de Aβ suggèrent 
que, en solution, les peptides amyloïdes sont d’abord déstructurés puis acquièrent au cours du 
temps des conformations dans lesqueles prédomine le feuilet β. (Jan et al, 2010). 
La transition d’une forme, initialement déstructurée, à des formes agrégées avec une 
conformation définie, inclut des « états » intermédiaires de disposition spatiale et de poids 
moléculaire caractéristiques de chacune d’entre eles. Certains de ces intermédiaires sont 
caractérisés par : 




• La forte interaction de diférentes molécules teles que le Rouge de Congo et la 
Thioflavine T (ThT) avec Aβ, par rapport aux fibriles matures qu’on trouve dans les 
plaques séniles (Jan et al, 2008 ; Wiliams et al, 2003). 
• L’existence d’un équilibre entre la forme monomérique de Aβ et des formes 
intermédiaires (Ketherpal et al, 2003). 
D’une façon générale, dans certaines conditions favorables, le peptide Aβ destructuré 
peut devenir monomérique (Figure 9). Ces monomères servent à la fois pour la formation des 
formes oligomériques de bas et haut poids moléculaire qui seront le matériel de base pour la 
constitution des protofibriles et finalement des fibriles matures (Stains et al, 2007 ; Jan et al, 
2010).  
 
Figure 9: Voie générale d’agrégation du peptide amyloïde Aβ (d’après Stains et al, 2007) 
 
La formation des fibriles à partir de monomères constitue un cas de polymérisation 
dépendant de la nucléation (Roychadhuri et al, 2009), c’est-à-dire, nécessitant une étape de 
nucléation durant laquele les monomères forment une unité de base pour la constitution de la 
protofibrile. L’unité de base est souvent un pentamère ou un hexamère. Ensuite, ces unités se 
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rassemblent pour former la protofibrile qui connaît une rapide élongation. Finalement, cete 
dernière constituera les fibres matures qui vont se déposer pour former les plaques amyloïdes. 
Les différentes méthodes de préparation des formes synthétiques du peptide amyloïde, 
ainsi que les techniques employées pour la détection des intermédiaires, ont donné lieu à une 
nomenclature assez large et confuse destinée à décrire et caractériser chacune des espèces 
obtenues. Cete diversité d’intermédiaires suscite des questions quant à son rôle dans la 
maladie d’Alzheimer, au-delà de sa simple participation dans une voie d’agrégation. 
Autrement dit, il est intéressant de déterminer si ces espèces ont un efet nocif au niveau 
neuronal. 
Dans ce contexte, la suggestion, peut être la plus importante, est la suivante: les 
fibriles sont-eles les formes responsables de la dégénérescence neuronale (Hardy and 
Higgins, 1992 ; Haass and Selkoe, 2007). Cete hypothèse est connue comme l’Hypothèse de 
la cascade β amyloïde (Figure 10a) et propose qu’une augmentation dans la production et/ou 
une diminution dans l’élimination des peptides Aβ soit l’événement déclencheur de la maladie 
d’Alzheimer. Une augmentation dans la production d’Aβ40 et Aβ42 est à l’origine de son 
accumulation sous forme d’agrégats et finalement de la formation des plaques insolubles. 
Actuelement, l’essentiel de cete hypothèse est acceptée mais, étant donné que les 
plaques amyloïdes ont été également trouvées chez des individus sains, la tendance est de 
penser que celes-ci ne sont pas nécessairement corélées avec les changements observés dans 
la maladie (Pimplikar, 2009). De plus, il a été proposé que ces plaques aient un rôle protecteur 
pour les neurones (Caughey and Lansbury, 2003), efet qui a été observé chez des souris chez 
lesqueles la formation des fibriles qui constituent les plaques a été accélérée (Cheng et al, 
2007). Ces observations laissent un rôle peut être secondaire aux peptides amyloïdes  et ont 
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contribué à reformuler l’hypothèse de la cascade amyloïde (Pimplikar, 2009 ; Armstrong 
2011) (Figure 10b). 
 
Figure 10. A) L’hypothèse de la cascade amyloïde propose que le peptide Aβ est la cause 
primaire de la maladie d’Alzheimer, occupant la partie la plus haute de la cascade (ovale 
vert). B) Une vision modifiée, proposée récemment, suggère qu’il y a aussi des éléments 




La question se pose donc : quels sont les intermédiaires existants avant la formation 
des fibriles ? Malgré la connaissance du processus de polymérisation dépendant de la 
nucléation qui donne lieu aux fibriles in vitro (proposé dans la Figure 9), on ne sait pas 
encore si cete voie est identique in vivo et surtout s’il s’agit d’une seule voie. 
Afin de mieux connaître ce mécanisme, les approximations utilisées par les diférentes 
équipes de recherche incluent les études d’agrégation des peptides synthétiques et l’isolement 
des oligomères à partir des extraits cérébraux ainsi que des tissus en culture. Les résultats de 
ces travaux suggèrent d’emblée que l’assemblage de Aβ est complexe. Par aileurs, in vitro, 
les résultats sont très sensibles aux conditions expérimentales utilisées, laissant 
l’interprétation des résultats assez ambiguë. Par exemple, les résultats obtenus vont dépendre 
de facteurs tels que la méthode de synthèse employée par l’entreprise qui commercialise le 
peptide, la série de production à laquele celui-ci appartient, ainsi que la méthode de 
solubilisation employée par les diférentes équipes de recherche. Cele-ci inclut souvent 
l’utilisation des solvants organiques tels que le dimethylsulfoxide (DMSO), l’hexafluorure 
d’isopropanol (HFIP) et le trifluoroéthanol (TFE) pour l’obtention des formes monomériques 
de Aβ; et, dans certains cas, des détergents en solution aqueuse pour déclencher le processus 
d’agrégation. Ce processus dépend également de la concentration du peptide utilisé et du pH 
du milieu (Yamamoto et al, 2004 ; Zhao et al, 2012 ; Khan et al, 2012 ; Dahlgren et al, 2002 ; 
Rangachari et al, 2007 ; Stine et al, 2003 ; Matsuzaki, 2007 ; Ryan et al, 2010).   
Ainsi, certaines équipes ont observé, suite aux traitements des peptides synthétiques 
avec des solvants organiques, la formation d’intermédiaires oligomériques solubles. Ces 
intermédiaires, appelés Ligands Dérivés Diffusibles de Aβ (ADDLs, pour Aβ derived 
difussible ligands), sont composés d’environ 12 monomères (~ 48 kDa) ou plus (Deshpande 
et al, 2006 ; Klein, 2002). Les ADDLs sont toxiques sur des celules neuronales humaines 
causant la mort celulaire. 
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Une forme particulière des oligomères de 12 unités a été trouvée en présence des 
détergents tels que le SDS dans le milieu de solubilisation, appelées oligomères stables dans 
le SDS (Rangachari et al, 2007 ; Ryan et al, 2010). Il est intéressant de noter que ce type 
d’oligomères ne forment pas de fibriles (Rangachari et al, 2007) mais qu’ils sont cependant, 
toxiques pour les celules (Ryan et al, 2010). 
L’utilisation de molécules capables d’avoir un efet bloquant ou inhibiteur de 
l’agrégation des peptides Aβ a contribué à suggérer que les voies de formation des oligomères 
et des fibriles sont diférentes puisque la présence des premiers n’implique pas la formation 
des derniers. Dans ce sens, certaines molécules ont été classées en trois catégories : i) les 
molécules capables d’inhiber l’oligomérisation mais qui n’ont pas d’efet sur la formation 
de fibriles (ex : azure C et curcumine), i) les molécules capables d’inhiber la formation des 
fibriles mais non l’oligomérisation (ex : le flavonoïde apigénine) et ii) les molécules 
capables d’inhiber les deux voies (ex : le rouge de phénol). La caractéristique commune de 
ces molécules est la présence de noyaux aromatiques (Necula et al, 2007 ; Stains et al, 2007) 
(Figure 11). 
D’autres oligomères, de bas poids moléculaire (LMW oligomers, pour Low Molecular 
Weight) et de haut poids moléculaire tels que les protofibriles ont été aussi identifiés et 
trouvés toxiques au niveau celulaire (Stine et al, 2003 ; Dahlgren et al, 2002 ; Wu et al, 






Figure 11. Exemples de molécules ayant un efet inhibiteur sur les voies d’agrégation des 
peptides Aβ 
 
Tableau I. Petit glossaire des intermédiaires de l’agrégation de Aβ 
Nom Description 
Ligands difusibles de Aβ (ADDLs) Intermédiaires globulaires de 3-6 nm de diamètre, 
aussi appelés globulomères. Sont constitués de 10 à 
12 monomères de Aβ 
Oligomères stables dans le SDS Oligomères ayant une forte stabilité dans un milieu 
contenant du SDS 
Oligomères de bas poids 
moléculaire 
Oligomères d’environ 8 unités de Aβ en équilibre 
avec les formes monomériques 
Protofibriles Intermédiaires riches en structure de type feuilet 
plissé β, qui disparaissent avec la formation des 
fibriles matures et qui interagissent avec le rouge de 
Congo et la Thioflavine T 
Fibriles Structure de type filamenteuse, composée de 2 à 6 
unités de protofibriles. Eles constitueront finalement 
les plaques amyloïdes. 
 
Tous ces travaux montrent, non seulement que des espèces autres que les fibriles 
peuvent jouer un rôle important dans le développement de la maladie d’Alzheimer mais aussi 




Figure 12. Voies possibles d’oligomérisation de Aβ in vivo à partir des données in vitro. A) 
Les monomères forment des oligomères de bas poids moléculaire (1) qui vont s’agréger pour 
former les protofibriles, les fibriles et finalement les plaques (2). Dans ce cas, toutes les 
espèces sont considérées comme toxiques. B) Les monomères forment des oligomères solubles 
(ADDLs) (1) qui sont toxiques ou forment des protofibriles et des plaques (2). Ces dernières 
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3.1.- Mécanisme de toxicité du peptide amyloïde dans les celules 
3.1.1. Altérations au niveau de la membrane plasmique 
La nature plutôt hydrophobe des peptides amyloïdes, conférée par la présence de 
plusieurs résidus d’acides aminés associés à ce caractère, les prédispose à interagir avec les 
membranes biologiques, y compris celes des organites, de nature essentielement lipidique 
(Verdier et al, 2004). Cete interaction Aβ-membrane peut entraîner un ou plusieurs 
mécanismes de toxicité : 
1. Les lipides des membranes tels que les phospholipides, le cholestérol et les 
gangliosides (Avdulov et al, 1997 ; Yanagisawa, 2007) induisent l’agrégation des 
peptides Aβ par l’intermédiaire de la promotion du changement de conformation de 
Aβ. Le processus de formation des agrégats est censé se produire dans des zones de 
la membrane enrichies en clusters de gangliosides, tels que le Ganglioside M1 (GM1), 
appelés couramment lipid rafts, dont la formation est facilitée par la présence de 
cholestérol (Figure 13) (Malchiodi-Albedi et al, 2011 ; Yamamoto et al, 2007 ; 
Yanagisawa, 2007 ; Sakono and Sako, 2010). Ces agrégats de Aβ modifient la fluidité 
des membranes (Kremer et al, 2000), caractéristique importante pour le bon 
fonctionnement des protéines qui se trouvent insérées dans ces membranes. Ils 
peuvent aussi se lier à des nombreux récepteurs (Sakono and Zako, 2010) (Figure 14). 
2. Le peptide Aβ peut aussi s’insérer dans les membranes, entraînant une perturbation de 
sa structure. Cete insertion est contrôlée par la relation cholestérol-phospholipides 
membranaires en relation avec la très grande afinité de Aβ pour le cholestérol 




3. A la suite à leur insertion dans les membranes, les formes agrégées de Aβ, teles que 
les oligomères, peuvent promouvoir la libération de lipides membranaires conduisant 
à la perte de la fonction neuronale via le déséquilibre homéostatique de ces lipides 
(Michikawa et al, 2001). 
4. Une autre conséquence de l’insertion membranaire de Aβ est la formation de canaux 
ioniques de taile et sélectivité variable (Arispe et al, 1993a,b ; Kagan et al, 2002, 
Arispe et al, 2007 ; Sepulveda et al, 2010 ; Demuro et al, 2011). Il s’agit des canaux 
indépendants du voltage et pauvrement sélectifs envers les ions qu’on trouve dans des 
conditions physiologiques, permetant de cete façon le passage des ions Ca2+, Na+, 
K+, Cs+ et Li+. L’entrée des ions  Ca2+ a été largement étudiée ; il a été montré que 
l’augmentation de la concentration intracelulaire de Ca+2 entraînait la mort celulaire, 
en raison de son rôle important dans de nombreuses voies de signalisation. Cete 
augmentation de la concentration intracelulaire en ions Ca+2 peut aussi avoir lieu par 
le biais de la possible interaction de Aβ avec d’autres canaux ioniques présents dans 
la membrane, modifiant ainsi leur activité (Kim and Rhim, 2011). D’autre part, le 
passage des ions à travers ces canaux contribue au dérèglement des potentiels de 









Figure 13. « Raft » lipidique typique des membranes celulaires : structures enrichies 




Figure 14. Mécanismes possibles expliquant la toxicité de Aβ. L’interaction des monomères  
de Aβ avec des composants membranaires tels que les gangliosides ou d’autres lipides, 
induisent son oligomérisation. Ces oligomères peuvent former de pores (canaux) qui altèrent 
le passage des ions parmi lesquels les ions Ca2+. Dans la figure : PC (phosphatidyl choline), 




3.2.2. Dysfonctionnement de la mitochondrie et stress oxydant 
La mitochondrie est un organite dont la fonction est essentiele pour 
l’accomplissement de plusieurs processus celulaires : i) la production de l’énergie (sous 
forme d’ATP) qui sera utilisée par d’autres organites et par le neurone, i) la régulation de la 
concentration intracelulaire de Calcium, ii) la conservation des potentiels membranaires via 
des transporteurs actifs de Na+/K+ et de Ca2+ dépendants d’ATP, iv) le transport au niveau de 
l’axone et des dendrites, v) la libération de neurotransmeteurs dans les synapses et vi) la 
protection contre le stress oxydant (Knot et al, 2008). Ces processus sont modifiés lors de la 
maladie d’Alzheimer. 
 La mitochondrie est le principal organite producteur de radicaux libres via la 
phosphorylation oxydative (la voie par laquele la mitochondrie produit ATP). Ces radicaux 
sont transportés vers le cytoplasme par des canaux anioniques dépendants du voltage, où ils 
peuvent participer à l’oxydation des lipides ainsi que des protéines et du DNA (Knot et al, 
2008 ; Reddy, 2009 ; Crouch et al, 2008). 
Le lien entre la maladie d’Alzheimer et la dysfonction mitochondriale est mis en 
évidence d’après certaines observations issues de diférents travaux de recherche : 
• Diminution des niveaux de l’activité des enzymes cytochrome oxydase (COX), 
pyruvate déshydrogénase et α-cétodeshydrogénase (Reddy and Beal, 2008). 
• Altération de la morphologie de la mitochondrie ainsi qu’une diminution du nombre 
de mitochondries (Hirai et al, 2001 ; Simakova and Arispe, 2007). 
• Accumulation du ADN mitochondrial (ADNmit) ainsi que l’apparition de mutations 
et/ou délétions (Coskun et al, 2004). 
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Ces observations ont contribué à proposer des mécanismes par lesquels Aβ pourrait 
altérer la fonction mitochondriale. La Figure 15 montre une représentation schématique de la 
phosphorylation oxydative qui se produit en deux grandes étapes : 
Etape 1 : la génération d’un gradient de protons dû à plusieurs réactions d’oxydation-
réduction liées aux complexes I, II et IV (cI, cII et cIV). 
Etape 2 : ce gradient génère de l’énergie électrochimique, appelée force « proton motrice », 
avec comme résultat la translocation passive des protons à travers le complexe V ou ATP 
synthase. Cete énergie est utilisée pour la réaction d’addition d’un groupe phosphate à la 
molécule d’ADP, produisant de cete façon de l’ATP. 
Le peptide amyloïde Aβ inhibe l’activité cytochrome oxydase du complexe IV, 
diminuant par conséquent le gradient de protons et finalement la production d’ATP. Une autre 
conséquence, liée à l’interuption du transport des électrons au niveau du complexe IV, est 
l’augmentation de la production des espèces réactives d’oxygène (ROS, pour Reactive 




Figure 15. La chaîne de transport des électrons se voit modifiée par la présence du peptide 
amyloïde, qui exerce un efet inhibiteur sur le complexe IV de cete chaîne, diminuant de cete 
façon le gradient de protons dans l’espace inter-membranaire et par conséquent, la 




3.3.3. Les dégénérescences néurofibrilaires 
Un autre événement, souvent atribué à la toxicité du peptide Aβ, est l’induction de la 
formation de dégénérescences néurofibrilaires. Il s’agit de lésions au niveau intracelulaire 
produites par une phosphorylation anormale d’une protéine appelée Tau. 
Tau est une protéine associée aux microtubules, qui est exprimée au sein des systèmes 
nerveux central et périphérique, constituant un élément très important du cytosquelete des 
neurones, où ele se trouve majoritairement au niveau des axones mais aussi en faibles 
quantités au niveau des dendrites (De Paula et al, 2009 ; Itner and Götz, 2011). 
45 
 
Parmi les fonctions atribuées à cete protéine se trouvent la stabilisation des 
microtubules à travers son union à la tubuline et la régulation du transport tout au long de 
l’axone. Dans les neurones, les microtubules jouent un rôle essentiel dans le maintien, de la 
morphologie et de la structure du neurone (Kolarova et al, 2012). 
A l’heure actuele, six isoformes de la protéine Tau ont été identifiées. Ces isoformes 
difèrent par leur taile (entre 352 et 441 acides aminés) et par leur nombre de domaines de 
liaison à la tubuline (3 ou 4 domaines). L’interaction de Tau avec la tubuline constitue un 
processus dynamique par lequel Tau promeut sa propre polymérisation et la dépolymérisation 
rapide de la tubuline. Cete interaction est contrôlée par l’état de phosphorylation de Tau, qui 
contient au moins 84 sites de phosphorylation dont 45 serines, 35 thréonines et 4 tyrosines 
(De Paula et al, 2009 ; Itner and Götz, 2011 ; Kolarova et al, 2012 ; Buée et al, 2000 ; Avila 
et al, 2004 ; Balatore et al, 2007). 
Dans la maladie d’Alzheimer, la fonction normale de Tau est afectée, conséquence de 
sa phosphorylation anormale (hyper phosphorylation), entraînant son incapacité à se lier aux 
microtubules. Ce phénomène conduit à la désorganisation du cytosquelete, et à l’agrégation 
et à l’accumulation intracelulaire de Tau d’où les dégénérescences néurofibrilaires. L’hyper 
phosphorylation de Tau afecte de façon négative certaines fonctions à l’intérieur du neurone, 
tele que la respiration mitochondriale, en inhibant le complexe I de la chaîne de transport 
d’électrons, (Figure 15), efet similaire à celui causé par l’inhibition du complexe IV de la 
chaîne, ainsi que le mouvement des mitochondries  tout au long de l’axone (De Paula et al, 
2009 ; Itner and Götz, 2011). Cete inhibition de la phosphorylation oxydative a contribué à 
proposer que les efets de l’agrégation d’Aβ et de Tau pouvaient être synergétiques et 
amplifier la toxicité au niveau celulaire (Rhein et al, 2009).    




Figure 16. A) Schéma de l’association de la protéine Tau (en rouge) avec les microtubules 
(d’après Avila et al, 2004). B et C) Le transport axonal dépend de l’état de phosphorylation 
de la protéine Tau (d’après Balatore et al, 2007). D) Le mécanisme est proposé pour 
expliquer la participation de Tau lors de la maladie d’Alzheimer. Les efets toxiques de Aβ au 
niveau des dendrites sont mitigés par la faible présence de Tau à cet endroit. Une fois que la 
maladie progresse, et que Tau s’accumule dans les dendrites, les efets de Aβ sur les neurones 






Chapitre 4 : La barrière 
hémato-encéphalique, ses 
transporteurs et leur rôle 
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4.1.- La barrière hémato-encéphalique (BHE) 
La barrière hémato-encéphalique (BHE) constitue une barière physique et 
métabolique qui isole le cerveau du reste de l’organisme. Ele est localisée à l’interface sang-
tissu cérébral, où ele accomplit des fonctions diverses parmi lesqueles : i) la prévention de la 
difusion paracelulaire de solutés hydrophiles, i) l’efflux de molécules hydrophobes et de 
médicaments vers le sang en empêchant ces derniers de rentrer dans le cerveau, ii) la 
régulation de la migration endothéliale de celules sanguines circulantes ainsi que de 
pathogènes et la médiation du transport actif de nutriments vers le cerveau (Weiss et al, 
2009). 
Composition de la BHE : 
i) les celules endothéliales qui assurent l’intégrité de la barière. Eles ont un niveau 
de spécialisation très élevé, montrant un phénotype unique déterminée par la présence 
de jonctions serées et l’expression polarisée de nombreux transporteurs, d’où la grande 
restriction et le contrôle de la perméabilité de la BHE. De plus, en raison de leur forte 
activité métabolique, eles présentent une augmentation du nombre de mitochondries 
(Weiss et al, 2009 ; Carvey et al, 2009) ; 
i) les astrocytes, celules gliales présentant des prolongements importantes pour établir 
le contact avec les celules endothéliales sans lequel la structure de la BHE ne serait pas 
optimale ; 
 ii) les celules de la microglie, celules qui constituent la première ligne de défense 




 iv) les péricytes, celules de type musculaire lisse, distribuées tout au long du 
capilaire cérébral couvrant près de 32% de la surface de ce dernier et qui contribuent 
au support structurel des celules endothéliales ; 
v) les neurones, celules régulatrices de la dynamique des vaisseaux sanguins 
vi) la membrane basale, partie essentiele de la BHE composée de trois couches 
générées par l’interaction des celules endothéliales, astrocytes et péricytes (Weiss et al, 
2009 ; Carvey et al, 2009 ; Solito and Sastre, 2012 ; Cardoso et al, 2010 ; Balabh et al, 
2004 ; Rogers et al, 2002) (Figure 17). 
 
Figure 17. A) Schéma général de la disposition des celules composant la BHE. B) 
Interaction entre les celules de la BHE. C) Association physique entre les péricytes et 
l’endothélium. Les péricytes occupent environ 32% de la surface du capilaire cérébral. D) 
Vue schématique des celules endothéliales montrant les jonctions serrées. D’après Weiss et 





4.2.- La barrière hémato-encéphalique vis à vis de la perméabilité 
En raison des caractéristiques très particulières de la BHE décrites ci-dessus, 
spécialement la présence des jonctions serées, la perméabilité de la BHE vis à vis des 
molécules qui doivent la traverser est faible et ele constitue un grand obstacle à leur passage 
soit dans des conditions physiologiques « normales », soit dans le contexte du développement 
de molécules pour le traitement de diférentes maladies. La maladie d’Alzheimer ne constitue 
pas une exception à cete dificulté. Néanmoins, il y a plusieurs mécanismes par lesqueles les 
molécules arivent à traverser la BHE (Gabathuler, 2010 ; Figure 18) : 
• Les petites molécules solubles qui sont nécessaires pour le bon fonctionnement du 
cerveau et la survie des neurones sont prises en charge par des transporteurs 
exprimés dans les celules endothéliales. C’est le cas par exemple du glucose et des 
acides aminés. 
• Les grandes molécules, solubles ou non, utilisent des récepteurs exprimés par les 
celules endothéliales. Ces récepteurs endocytent les molécules. C’est le cas des 
hormones, de l’insuline et des lipoprotéines. 
• Les petites molécules lipophiles peuvent difuser passivement à travers la BHE, ces 
molécules peuvent être caractérisée par un paramètre connu comme le coeficient 
de partition octanol/tampon à pH 7,4 exprimé en log D (Clark, 2003). Cependant, 
ces molécules sont soumises aux pompes d’eflux qui les transporteront vers le 
sang. 
Parmi ces mécanismes, nous nous sommes intéressés, dans cete thèse, au transport de 
certaines molécules via les pompes d’eflux présentes dans la BHE appartenant à la famile 
des transporteurs ABC, et, plus particulièrement, à un transporteur spécifique qui sera dévoilé 




Figure 18. Diférentes voies utilisées par les molécules qui doivent traverser la BHE. D’après 
Gabathuler 2010 
 
4.3.- Les transporteurs ABC 
Malgré les critères définis pour le passage des molécules à travers la BHE ainsi que la 
caractérisation des différents mécanismes de pénétration de celes-ci, des exceptions ont été 
trouvées. Pour un certain groupe de molécules, une perméabilité faible est observée malgré un 
log D qui prédit une entrée facile. La raison de cete disparité n’est autre que la présence de 
membres de la famile de transporteurs ABC (de l’anglais ATP Binding Cassete). Le 
principal rôle de ces transporteurs dans la BHE est d’assurer l’eflux actif des molécules de 
l’endothélium cérébral vers le sang, en consommant de l’ATP afin d’accomplir cete tâche 
(Abbot et al, 2010). Dans ce contexte, ces transporteurs sont des facteurs clés pour 




Chez l’homme, la famile de transporteurs ABC est composée de 48 membres 
regroupés dans 7 sous-familes (dénommées de A à G) en fonction de leurs caractéristiques 
structurales (Dean et al, 2001). Cete thèse porte sur la P-glycoprotéine ou P-gp, censée 
participer à l’eflux du peptide amyloïde, ce qui de nos jours ne fait pas l’unanimité de la 
communauté scientifique.   
4.4.- La P-Glycoprotéine (P-gp) 
La P-gp est le premier transporteur de la famile ABC à avoir été cloné et caractérisé 
chez les mammifères en raison de sa capacité à donner un phénotype de résistance à de 
nombreux médicaments (MDR, pour Multidrug Resistance) à des celules cancéreuses. 
La P-gp est présente dans tout le corps humain, à de faibles niveaux dans plusieurs 
tissus et à des niveaux plus élevés dans des surfaces épithéliales. Ele est présente dans le foie, 
pour assurer la sécrétion de médicaments dans la bile, l’intestin, pour assurer la prise en 
charge de substrats toxiques et leur excrétion à travers le tractus gastro-intestinal, le placenta 
pour protéger le fœtus des substances toxiques, le rein , pour l’eflux des molécules toxiques 
du sang vers l’urine, le poumon, pour assurer l’efflux d’agents toxiques inhalés avec l’air, les 
testicules pour assurer la protection de la maturation des celules germinales en assurant 
l’élimination des métabolites endogènes potentielement toxiques et dans la BHE sujet qui 
sera développé par la suite (Dahvale et al, 2008 ; Eckford and Sharom, 2008 ; Leslie et al, 





Figure 19. Distribution celulaire et tissulaire de la P-gp chez l’humain. La P-gp est présente 
dans tout le corps humain, assurant l’eflux de molécules dans le système digestif (A), le foie 
(B) et les reins (C). D’après Wessler et al (2013). 
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Figure 20. Distribution celulaire de la P-gp au sein de la BHE. D’après Wessler et al (2013) 
  
Chez l’humain, la P-gp est un polypeptide transmembranaire avec un poids 
moléculaire de 170 kDa et 1280 acides aminés. Cete protéine est constituée de deux parties 
homologues avec 6 hélices transmembranaires chacune. Ces deux parties sont séparées par 
une région de 80 acides aminés. De plus, chaque partie comporte un domaine de liaison aux 
nucléotides (NBD, pour Nucleotide Binding Domain). S’agissant d’un transporteur de la 
famile ABC, le nucléotide utilisé pour accomplir son activité est l’ATP (Schinkel, 1999 ; 




Figure 21. Structure schématique de la P-Glycoprotéine. D’après Eckford and Sharom, 2009 
 
La P-glycoprotéine, ainsi que certains autres transporteurs de la famile ABC, 
transporte un grand nombre de substrats de tailes comprises entre 200 et 1900 Da (voir 
Tableau VI, page 111). La plupart de ces substrats sont des molécules organiques comportant 
des cycles aromatiques. De plus, pour être transportés efficacement, les substrats doivent être 
neutres ou basiques par défaut. Le transport de molécules chargées positivement a été 
observé. La seule caractéristique commune des substrats de la P-gp est leur nature amphiphile 
(Eckford and Sharom, 2009 ; Schinkel and Jonker, 2003 ; Wolf et al, 2012). 
4.4.1. Le cycle catalytique du transport de substrats par la P-gp 
Les premiers travaux concernant le transport de molécules actives prises en charge par 
la P-gp ont montré qu’il y avait une hydrolyse de l’ATP, observation qui fut confirmée par la 
suite avec d’autres transporteurs de la famile ABC, tels que MRP1 (pour Multidrug 
resistance-associated protein 1) et ABCG2 (pour ATP-binding cassete sub-family member 
2). Il a également été constaté qu’en absence de substrat, ces trois protéines exhibent une 
activité ATPasique basale. Cete activité basale est modulée par la présence de leurs 
substrats : ele peut être inhibée ou stimulée en présence de certains d’entre eux ou bien avoir 
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un comportement biphasique, dans lequel l’activité est stimulée ou inhibée selon la 
concentration de substrat employée (Urbatsch et al, 1994 ; Glavinas et al, 2007).  
Trois modèles de fonctionnement du cycle catalytique de transport de la P-gp sont 
actuelement proposés (Figure 22) : 
1. La dimérisation des domaines d’union aux nucléotides comme événement déclencheur 
du transport (Higgins and Linton, 2004 ; Figure 22a): le substrat se lie à un site 
spécifique du domaine transmembranaire (I), diminuant ainsi l’énergie d’activation et 
favorisant l’afinité du transporteur pour l’ATP. Le résultat est la dimérisation des 
deux domaines d’union aux nucléotides. Ce changement de conformation conduit  à 
l’eflux de la molécule (I). Deux événements successifs d’hydrolyse de l’ATP (II et 
IV) apportent l’énergie nécessaire pour séparer le dimère et rendre le transporteur à sa 
conformation originele, sans nucléotide (V). 
2. L’hydrolyse de l’ATP comme élément déclencheur du transport (Sauna and 
Ambudkar, 2001 ; Figure 22b) : le cycle commence avec l’union de l’ATP et du 
substrat sans que chaque événement affecte l’autre (I). L’ATP, lié à un des deux 
domaines d’union aux nucléotides, est hydrolysé (I), produisant le changement de 
conformation nécessaire pour effluer le substrat et rendre les domaines inaccessibles 
aux nucléotides (II). La libération du phosphate inorganique (Pi) et de l’ADP rend à 
nouveau accessibles les domaines d’union aux nucléotides (IV). Cependant, le 
changement de conformation continue et le transporteur reste incapable de se lier à 
une autre molécule de substrat. C’est seulement après l’union, hydrolyse et libération 
des produits d’une seconde molécule d’ATP (V, VI et VI), que le transporteur revient 
à son état d’origine (VII). 
3. Le cycle du transport constitue un événement couplé (Al-Shawi et al, 2003 ; Figure 
23) : le transport du substrat s’effectue suivant un cycle qui combine simultanément 
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les deux mécanismes décrits ci-dessus. Un cycle est alors couplé au transport du 
substrat, tandis que l’autre ne l’est pas. L’eflux du substrat a lieu lors de la formation 
du complexe substrat-ATP-transporteur durant le cycle couplé. 
Figure 22 : Deux des modèles proposés pour expliquer le cycle catalytique du transport 
de substrat par la P-gp. Ces modèles difèrent sur le fait que soit c’est l’union de l’ATP 
aux domaines de fixation des nucléotides et la dimérisation de ces derniers (A) ou soit 
l’union et hydrolyse de l’ATP (B), l’événement qui déclenche le cycle. D’après Ambudkar 




Figure 23 : Une troisième proposition du cycle catalytique de transport par la P-gp 
réunit les deux modèles antérieurs dans une opération simultanée. Dans cete Figure, 
« E » représente le transporteur et la forme transporteur-substrat est montrée en vert. 








Le processus de transport d’un substrat par la P-gp peut être expliqué à travers 
plusieurs mécanismes. A l’heure actuele, il existe trois modèles proposés pour le transport 
(Varma et al, 2003 ; Sharom, 2008 ; Eckford and Sharon, 2009) (Figure 24): 
• Le modèle du pore : le substrat interagit avec la P-gp une fois qu’il est dans le 
compartiment intracelulaire et est alors efflué à travers le transporteur. 
• Le modèle da la flippase : ce modèle requiert une localisation du substrat dans 
le cytoplasme, où il interagit avec la P-gp et est ensuite transloqué vers la 
partie extérieure de la membrane. Finalement, il est eflué passivement vers le 
fluide extracelulaire. 







Figure 24 : Les trois modèles proposés pour expliquer le transport de substrats fait par la  




4.5.- Les voies physiologiques de l’influx et de l’efflux des peptides Aβ à travers la BHE 
Il a été proposé que l’entrée des peptides amyloïdes dans l’endothélium cérébral était 
assurée par le récepteur des produits de glycation avancée (RAGE pour Receptor of advanced 
glycosylation products) (Deane et al, 2003). Ce récepteur est capable d’interagir avec 
plusieurs formes de Aβ et de produire ainsi des réponses pathologiques teles que le stress 
oxydant et l’activation de la microglie. L’interaction Aβ-RAGE dépend des alipoprotéines 
non situées dans les membranes, ApoE et ApoJ.  Dans des conditions physiologiques, les 
niveaux d’expression de RAGE sont faibles. Cependant, comme résultat du vieilissement, 
l’accumulation de Aβ, induit la surexpression de celui-ci. Le peptide Aβ, est un ligand de 
RAGE. La surexpression de RAGE entraine une augmentation de l’entrée d’Aβ dans le 
cerveau, déclenchant ainsi son accumulation. D’autre part, il est maintenant accepté que la 
sortie des peptides Aβ soit assurée par le récepteur de lipoprotéines de faible densité (LRP1 
pour Low-density lipoprotein receptor related protein). L’union Aβ-LRP1 dans la partie 
basale de la BHE (côté cerveau) constitue le premier événement pour l’élimination de Aβ du 
cerveau vers le sang. Dans les conditions pathologiques de la maladie d’Alzheimer, 
l’expression de LRP1 est diminuée, contribuant à l’accumulation du peptide et à la formation 




Figure 25. Mécanisme proposé pour l’entrée et la sortie du peptide amyloïde dans le cerveau 
à travers les celules endothéliales dans des conditions normales et lors de la maladie 
d’Alzheimer. D’après Weiss et al, 2009 
 
4.6.- La P-gp et le transport des peptides amyloïdes 
Malgré l’apparent consensus qui existe autour de la participation du LRP1 dans le 
transport des peptides Aβ (Shibata et al, 2000 ; Deane et al, 2004 ; Deane et al, 2008 ; 
Fujiyoshi et al, 2011), il reste à savoir quele est la route poursuivie par ces derniers. LRP1 
étant dans la membrane abluminale (côté cerveau) des capilaires cérébraux, l’éventuel 
transport de Aβ impliquant ce récepteur aurait comme résultat sa libération dans 
l’endothélium. Il faudrait donc un mécanisme qui permete le passage de Aβ vers la partie 
luminale (côté sang) des capilaires. Il a été proposé que la P-gp puisse jouer un rôle dans 
l’élimination du Aβ cérébral, mais pour l’instant les arguments existants sont contradictoires. 
Le premier travail de recherche suggérant un transport de Aβ par la P-gp a été fait par 
Lam et colaborateurs (2001). En utilisant des vésicules de membranes plasmiques de la 
lignée celulaire CHRB30 qui surexprime la P-gp marquée avec un fluorophore, les auteurs 
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ont trouvé qu’il y avait une extinction de la fluorescence lorsque les vésicules sont mises en 
présence de concentrations croissantes de Aβ40 ou de Aβ42. Ceci suggère l’existence d’une 
interaction entre le transporteur et les peptides. Une augmentation de l’activité ATPase dans 
ces vésicules, en présence des peptides amyloïdes, a également été observée. Etant donné que 
la consommation d’ATP est nécessaire pour l’activité de transport de la P-gp, cete étude a 
conduit ces auteurs à postuler que la P-gp jouait un rôle dans le transport de Aβ. Cete 
dépendance énergétique a été démontrée par l’utilisation d’un analogue non hydrolysable de 
l’ATP appelé AMP-PNP. 
En relation avec l’idée proposée par le travail précédent, en 2005 Cirito et 
colaborateurs, ont suivi l’accumulation de Aβ marqués ([125I] Aβ40 et [125I] Aβ42), 
administré par micro injection, dans des souris qui n’expriment pas la P-gp (mdr1 a/b-/-) et des 
souris « témoins ». La quantité de peptide restant dans le cerveau s’est révélée plus importante 
chez les souris n’exprimant pas la P-gp par rapport aux souris « témoins ». Ce résultat est 
renforcé avec le fait que l’inhibition pharmacologique de la P-gp conduit aussi à une 
accumulation des peptides Aβ. 
Ces observations, c’est-à-dire le transport de Aβ dans des celules qui sur expriment la 
P-gp et l’accumulation du peptide en présence des inhibiteurs de ce transporteur, ont été 
confirmés en 2010 par Hartz et colaborateurs en utilisant le modèle de souris pour la maladie 
d’Alzheimer Tg2576. La mesure du transport dans les capilaires cérébraux de ces souris a 
conduit à des résultats en accord avec ceux de Lam et colaborateurs (Lam et al, 2001) et de 
Cirito et colaborateurs (Cirito et al, 2005). Hartz et colaborateurs ont observé une 
réduction du niveau de Aβ cérébral lorsque l’activité de la P-gp est restaurée ; ils proposent 
également un mécanisme possible pour l’élimination du peptide amyloïde. Ce mécanisme à 
deux étapes implique d’abord l’interaction de Aβ avec LRP1 dans la membrane abluminale 
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des capilaires cérébraux. Le peptide délivré dans l’endothélium est alors immédiatement pris 
en charge par la P-gp, qui l’eflue vers le sang (Figure 26). 
 
Figure 26. Mécanisme proposé pour l’eflux des peptides amyloïdes au niveau de la barrière 
hémato-encéphalique. D’après Hartz et al, 2010 
 
Une étude à caractère plus clinique, efectuée après autopsie de patients ateints de la 
maladie d’Alzheimer et d’individus sains respectivement a été publiée par Jeynes et Provias 
en 2010. Les résultats qui montrent une corélation inverse entre la densité des plaques 
séniles, les dégénérescences neurofibrilaires et l’expression de la P-gp, permetent de 
proposer que la présence des plaques est liée à l’absence d’activité de la P-gp. Par aileurs ces 
auteurs ont montré une corélation positive entre la présence de la P-gp, LRP1 et RAGE. 
Autrement dit, le rôle de la P-gp pourrait être associé aux deux autres protéines.  
Le mécanisme proposé par Hartz et colaborateurs en 2010, constitua le point de 
départ du travail de Brenn et colaborateurs en  2011. Ces auteurs ont étudié l’efet de 
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l’administration de Aβ sur l’expression de la P-gp et des autres transporteurs dans les celules 
endothéliales de souris traitées non seulement avec les formes Aβ40 et Aβ42 classiques mais 
aussi avec des formes dans lesqueles la séquence d’acides aminés est inversée: Aβ(40-1) et 
Aβ(42-1). L’ARN des hémisphères cérébraux a été quantifié via la réaction en chaîne par 
polymérase en temps réel (RT-PCR pour Real Time Polymerase Chain Reaction) et aussi par 
immunohistochimie. Ceci leur a permis de d’observer une réduction de l’expression de la P-
gp, LRP1 et RAGE de 63, 57 et 65% respectivement, chez les souris traités avec Aβ42 par 
rapport aux contrôles. Des niveaux normaux de ces transporteurs ont été mesurés en présence 
de Aβ40 ainsi qu’en présence des peptides de séquences inversées. Cependant, aucun 
changement quantitatif mesurable n’a été observé par immunohistochimie. 
Le rôle possible de l’expression de la P-gp dans l’étiologie de la maladie d’Alzheimer 
a été aussi suggéré par Abuznait et colaborateurs en 2011. Ces auteurs ont observé que 
l’inhibition de la P-gp, exprimée dans la lignée celulaire d’adénocarcinome de colon LS-180, 
à l’aide du vérapamil, un inhibiteur bien connu de l’activité de la P-gp, donne lieu à une 
accumulation intracelulaire importante du peptide 125I-Aβ40 par rapport aux celules dans 
lesqueles la P-gp n’est pas inhibée. 
Tous les résultats mentionnés ci-dessus sembleraient indiquer que la P-gp est capable 
de moduler l’élimination des peptides amyloïdes dans le cerveau, évitant ainsi son 
accumulation qui est l’événement déclencheur de la maladie d’Alzheimer. Pourtant, d’autres 
résultats contredisent cete proposition. Ces expériences sont présentées ci-dessous. 
En 2006, Ito et colaborateurs ont étudié l’eflux dans des capilaires cérébraux du 
peptide 125I-Aβ40 administré à des rats Sprague Dawley. Lorsqu’on administre, par 
microinjection, le vérapamil et/ou la protéine associe au récepteurs RAP (un antagoniste de 
LRP1) avant le traitement des rats avec 125I-Aβ40, on observe une diminution de l’eflux du 
66 
 
peptide d’environ 20% en présence de RAP par rapport aux témoins et une presque une 
invariabilité de l’eflux lorsqu’on est en présence ou non de l’inhibiteur de la P-gp. Ces 
résultats remetent en question toutes les propositions présentées ci-dessus, surtout le 
mécanisme proposé par Hartz et colaborateurs en 2010 étant donné que le rôle de LRP1 
semble être « partiel » tandis que celui de la P-gp est insignifiant. Ceci suggère que l’efflux de 
Aβ pourait être « confiée » à d’autres molécules non identifiées.  
Ces conclusions ont été confirmées par Nazer et colaborateurs en 2008. Utilisant la 
lignée celulaire MDCK (pour Madin-Darby Canine Kidney) transfectée ou non avec la P-gp, 
ces auteurs ont trouvé que la surexpression de la P-gp n’avait aucun effet sur le transport des 
peptides 125I-Aβ. De plus, utilisant la lignée celulaire endothéliale humaine hCMEC/D3, qui 
exprime le LRP1, ces auteurs ont montré un transport des peptides 125I-Aβ, qui pouvait être 
inhibé par la présence de RAP, un inhibiteur de l’activité du LRP1. 
Ces résultats montrent que la participation de la P-gp dans le transport du peptide 
amyloïde demeure incertaine et qu’il n’y a pas de consensus autour de cet aspect. Le tableau 
I résume les travaux mentionnés ci-dessous : 
 
Tableau II. Résultats concernant la participation ou non de la P-gp au transport de Aβ. 
Référence  Contribution possible de la 
P-gp au transport de Aβ 
Contribution possible de 
LRP1 au transport de Aβ 
Lam et al. (2001) Oui Non étudié 
Cirrito et al. (2004) Oui Non étudié 
Ito et al. (2006) Non Oui 
Kuhnke et al. (2007) Oui Non étudié 
Nazer et al. (2008) Non Oui 
Hartz et al. (2010) Oui Oui 
Jeynes and Provias (2010) Oui Oui 
Abuznait et al. (2011) Oui Non étudié 







Chapitre 5 : Matériels et 











5.1- Les appareils utilisés 
5.1.1.- Le compteur de celules 
Le comptage des diférentes lignées celulaires utilisées a été fait à l’aide d’un 
compteur Beckman Coulter® Z Series couplé à un « channalyseur » Coultronics. 
 
5.1.2.- Les sonicateurs 
Deux sonicateurs ont été utilisés en fonction des objectifs désirés, à savoir : 
1. Pour l’obtention des lysats celulaires, le sonicateur VIBRACELL, Sonics and 
materials INC ; Dantbury Connecticut, USA. 
2. Pour la préparation des solutions du peptide Aβ42, le sonicateur Branson 200 
Ultrasonic Cleaner. 
 
5.1.3.- Les centrifugeuses 
Trois centrifugeuses réfrigérées ont été utilisées: 
1. La centrifugeuse Eppendorf, modèle 5702R, avec un rotor A-4-38 
2. L’ultracentrifugeuse Jouan, modèle MR22i, avec un rotor AR50.14 




5.1.4.- Le spectrophotomètre d’absorption électronique 
Les spectres d’absorption ainsi que les mesures d’absorbance ont été enregistrés à 
l’aide d’un spectrophotomètre UV-Visible Cary 300 à double faisceau. Ces mesures ont été 
réalisées dans des cuvetes en quartz de 10 mm de trajet optique, à température ambiante ou à 
37°C, selon le type d’expérience. 
 
5.1.5.- Le spectrofluorimètre 
Les spectres de fluorescence ont été enregistrés à l’aide d’un spectrofluorimètre Perkin 
Elmer LS50B couplé à un thermostat Thermomix 1441/Frigomix 1495 afin de maintenir la 
température à 37°C. D’autre part, un système d’agitation magnétique a permis de conserver 
les celules en suspension homogène. 
Le couple de fentes d’excitation et d’émission utilisées dépendait de la sonde 
fluorescente utilisée : 
• Pour la Pirarubicine (λexc = 480 nm ; λem = 590 nm) il était de 10/10. 
• Pour la TMR (λexc = 543 nm ; λem = 573 nm) il était de 5/5 
• Pour la MQAE (λexc = 365 nm ; λem = 470 nm) il était de 10/10 
Les expériences ont été réalisées dans des cuvetes en quartz de 1 cm2 de section. 
 
5.1.6.- Le générateur de courant 
Le courant nécessaire à la séparation des protéines par électrophorèse verticale a été 
produit par le générateur de courant Consort, modèle EV231. 
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5.2.- Les lignées celulaires 
Pour la réalisation des expériences conçues dans ce travai, trois lignées celulaires ont 
été utilisées : 
1. Les lignées K562 et  K562/ADR : ces lignées celulaires d’origine humaine ont été 
isolées par Lozzio et Lozzio (1975) à partir des celules d’un patient ateint de 
leucémie myéloïde chronique. Les lignées K562 et K562/ADR se distinguent entre 
eles par la sur-expression de la P-gp dans les celules K562/ADR. Les celules 
K562/ADR, tout comme les K562, sont des celules en suspension ne formant pas 
d'agrégat. La culture des deux lignées est initialisée avec 105 celules/ml, tous les trois 
jours, dans un milieu de culture frais (voir section 5.3) et la croissance se développe 
sous une atmosphère humide à 37 °C et 5% CO2. La sur-expression de la P-gp est 
maintenue dans la lignée K562/ADR par un traitement, toutes les 4 semaines, avec de 
la doxorubicine à une concentration finale de 400 nM. 
2. La lignée SH-SY5Y : La lignée SH-SY5Y est une lignée de neuroblastome d’origine 
humaine, représentative du système nerveux central. Eles ont été fournies par la 
société ATCC. Les celules de la lignée SH-SY5Y sont très utilisées pour des études 
de neurobiologie, sa culture donne lieu à des celules adhérentes. Ces celules sont 
placées dans un milieu de culture, dont la composition est donnée dans la section 5.3, 
à une concentration initiale de 2 × 105 celules/ml. Ceci est efectué tous les 3-4 jours. 
Selon les besoins, des flacons T25 ou T75 sont utilisés. A la fin de cete période, 
l’ancien milieu est enlevé et les celules confluentes sont détachées grâce à l’addition 
de 1 ml d’une solution de 0,25 % Trypsine-EDTA pendant 3-7 minutes à 37°C. Le 
détachement des celules est vérifié au microscope. L’action de la trypsine est ensuite 
stoppée par l’addition de milieu de culture contenant du sérum de veau fœtal. Les 
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celules sont séparées à l’aide d’une pipete, comptées et centrifugées. Finalement, le 
culot contenant les celules est placé dans un nouveau milieu de culture jusqu’à la 
prochaine arivée à confluence.   
3. La lignée hCMEC/D3 a été obtenue par l’immortalisation d’une culture celulaire 
primaire de celules endothéliales micro vasculaires issues du lobe temporal cérébral 
humain. L’immortalisation est faite par transfection des celules avec un lentivirus qui 
code pour la sous unité catalytique de la telomérase humaine ainsi que pour l’antigène 
T de la phase SV40. Ces celules poussent en monocouche (Weksler et al, 2013). Pour 
la culture, les celules sont ensemencées à une concentration de 3×105 celules/ml dans 
un milieu de culture EBM-2 complet (voir section 5.3) dans des flacons de culture 
préalablement tapissés avec du colagène de rat de type I (BD Biosciences) à une 
concentration finale de 0,1 mg/ml. Ce tapissage est réalisé à 37°C pendant 1 heure. 
Les celules placées dans le flacon tapissé sont incubées sous une atmosphère humide 
à 37 °C et 5% CO2. La procédure de décolement est similaire à cele décrite pour les 
cellules SH-SY5Y.    
 
5.3.- Les milieux de culture 
Pour les lignées celulaires K562 et K562/ADR le milieu RPMI 1640 GlutaMAXTM-I 
(Gibco) supplémenté avec 10% v/v sérum de veau nouveau né décomplémenté (Gibco) et 1% 
péniciline-streptomycine (Gibco) a été utilisé. 
Pour la lignée celulaire SH-SY5Y le milieu suivant est utilisé : milieu basal de 
culture (Minimum Essential Medium MEM, Sigma-Aldrich et Nutrient Mixture F-12 HAM, 
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Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10 % sérum de veau fœtal dé complémenté (Gibco), 2 mM     
L-Glutamine (Sigma-Aldrich) et 1% v/v péniciline-streptomycine (Gibco) a été utilisé. 
Pour la lignée celulaire hCMEC/D3 le milieu suivant est utilisé : milieu basal de culture 
Clonetics® EBM®-2 (Lonza) supplémenté avec 5% v/v sérum de veau fœtal (Gibco), 1% v/v 
péniciline-streptomycine (Gibco), 1,4 µM hydrocortisone (Sigma), 5 µg/ml L-acide 
ascorbique (Merck), 10 mM HEPES (Sigma), 1 ng/ml  facteur de croissance de fibroblastes 
humain (bFGF, Sigma) et 1/100 v/v concentré lipidique chimiquement défini (Gibco) a été 
utilisé. 
 
5.4.- Solubilisation du peptide amyloïde Aβ42 
En raison de sa séquence d’acides aminés, le peptide Aβ42 est très hydrophobe et 
nécessite des conditions de solubilisation particulières, pouvant être modulées en fonction de 
la provenance du peptide, même si chimiquement les peptides sont identiques. L’utilisation 
uniquement de solutions aqueuses entraîne la formation des grands agrégats. Par contre, une 
étape de solubilisation initiale à l’aide des solvants organiques fait disparaître les agrégats 
pouvant se trouver dans les peptides commercialisés. En outre, cete étape contribue à la 
création de préparations homogènes plus faciles à étudier et à contrôler du point de vue de la 
formation des différentes espèces dans la voie d’agrégation de Aβ42. Une fois 
l’homogénéisation accomplie, l’addition de solutions salines aqueuses à pH contrôlé, tels que 
les tampons, va déclencher la formation des diférentes formes reconnues comme des agrégats 
du peptide amyloïde (Shen et al, 1995 ; Stine et al, 2003 ; Yamamoto et al, 2004 ; Barghorn 
et al, 2005 ; Lee et al, 2006 ; Wang et al, 2006 ; Bartolini et al, 2007 ; Gelermann et al, 
2007 ; Jan et al, 2010).   
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Afin d’obtenir des préparations monomériques de Aβ42 stables, qui puissent être 
utilisées pour les diférentes manipulations, le protocole proposé par Ryan et colaborateurs 
(2010) a été suivi avec quelques modifications. Le peptide Aβ42 synthétique (EZ Biolab) a 
été d’abord solubilisé en utilisant le solvant organique 1,1,1,3,3,3 hexafluorure-2-propanol (ou 
hexafluorure d’isopropanol HFIP, Fluka) à une concentration finale du peptide de 1 mM. Les 
échantilons ont été mélangés jusqu’à l’obtention des solutions homogènes et aliquotés ensuite 
dans des microtubes, à raison de 20 µl de solution par tube, et séchées sous une atmosphère 
d’azote. Les aliquotes séchés ont été conservés à -20°C jusqu’au moment de leur utilisation. 
5.5.- Obtention des oligomères d’Aβ42 
Pour la formation des oligomères, les aliquotes du peptide séché sont d’abord 
résuspendus, à une concentration finale de 5 mM, dans du DMSO (Sigma-Aldrich). Cete 
solution est ensuite soniquée dans un bain pendant 10 minutes, diluée à une concentration 
finale de 100 µM dans du tampon PBS (pH 7,3) avec 0,05% SDS et vortexée pendant 30 
secondes. Finalement, l’échantilon est dilué à une concentration de 20 µM avec du PBS. Afin 
de suivre la cinétique d’agrégation du peptide par électrophorèse, la solution contenant le 
peptide est incubée dans un bain à 37°C pendant 72 heures, au cours desqueles des aliquotes 
de 30 µl sont prélevés à diférents temps d’incubation et congelés à -20 °C. Comme contrôle 
d’agrégation, un autre essai a été fait dans les mêmes conditions à l’exception de l’addition du 
SDS comme déclencheur du processus.    
5.6.- Electrophorèse en gels de polyacrylamyde en présence de dodecylsulfate de sodium 
(SDS-PAGE) 
Dans ce travail, la séparation par électrophorèse des diférents agrégats de Aβ42 a été 
réalisée dans des gels de 12% de polyacrylamide contenant, dans sa partie supérieure, un gel 
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de 5% de polyacrylamide. L’électrophorèse a été réalisée dans un système de migration 
verticale Electro-Eluter modèle 422 (BioRad). Les échantilons ainsi que les témoins de poids 
moléculaire (Mark12TM Unstained Standard, Invitrogen Cat n° LC5677) ont été dilués avec 
du tampon de dépôt avant d’être placés dans les puits du gel 5% de polyacrylamyde (volume 
final par puits : 10 µl). La migration a été faite dans le tampon adéquat (tampon de migration) 
pendant 80 minutes sous un voltage de 150 Volt. La composition des gels et des solutions 
utilisés est indiquée ci-dessous : 
Gel concentrateur 5% 40% acrylamide/bis-acrylamide (19:1) ; 1,5 M Tris (pH 8,8) ; 
10% (v/v) SDS ; 10% persulfate d’ammonium ; 0,001 % (v/v) 
TEMED 
Gel de séparation 12% 40% acrylamide/bis-acrylamide (19:1) ; 1,5 M Tris (pH 6,8) ; 
10% (v/v) SDS ; 10% persulfate d’ammonium ; 0,001 % (v/v) 
TEMED 
Tampon de dépôt (4X) 125 mM Tris (pH 6,8); 2,5% (v/v) SDS ; 25% (v/v) β-
mercaptoéthanol ; 25% (v/v) glycérol ; 0,004% bleu de 
bromophénol 
Tampon de migration 
(10X) 
0,25 M Tris ; 2 M Glycine ; 1% SDS (volume final 1 L) 
 
5.7.- Détection des protéines séparées par électrophorèse par coloration utilisant le 
nitrate d’argent 
Actuelement, il existe de nombreux protocoles pour faire la coloration. Tous ces 
protocoles sont proposés à partir du travail pionnier de Rabiloud et colaborateurs (1988) 
dont les grandes lignes ont été suivies dans ce travail, mais aussi certaines modifications afin 
d’améliorer les résultats obtenus (protocole proposé par Chevalet et colaborateurs en 2006). 
Dans ce contexte, le protocole comprend 5 étapes basiques : i) fixation des protéines au gel, 
i) sensibilisation pour augmenter la réactivité et le contraste de la coloration, ii) réaction des 
protéines fixées avec une solution de nitrate d’argent, iv) développement de la coloration pour 
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obtenir l’image contrastée et v) arrêt de la réaction afin d’éviter un contraste excessif et pour 
rincer les ions d’argent non précipités autour des protéines. 
Cete technique, utilisée en complément avec l’électrophorèse en gels de 
polyacrylamide, permet de visualiser les diférents intermédiaires de la voie d’agrégation du 
peptide amyloïde solubilisé dans les conditions déjà décrites et qui peuvent se distinguer en 
fonction de leur taile (poids moléculaire). 
La composition des solutions utilisées est la suivante : 
Solution de fixation des protéines 30% (v/v) méthanol ; 5% (v/v) acide 
acétique dans H2O ultra pure (volume final 
150 ml) 
Solution de réaction de sensibilisation 0,02% (v/v) thiosulfate de sodium dans H2O 
ultra pure (volume final 50 ml) 
Solution de réaction des protéines avec 
l’argent 
11,8 mM nitrate d’argent ; 37% (v/v) 
formaldéhyde dans H2O ultra pure (volume 
final 50 ml) 
Solution de révélation 226 mM carbonate de sodium ; 10% (v/v) 
thiosulfate  de sodium ;  37% (v/v) 
formaldéhyde dans H2O ultra pure (volume 
final 50 ml) 
Solution d’arrêt de la coloration 330 mM Tris ; 0,02% (v/v) acide acétique 
dans H2O ultra pure (volume final 50 ml) 
 












5.8.- Préparation des vésicules de membranes de celules K562/ADR 
La préparation de membranes est une méthodologie qui était couramment utilisée afin 
de réaliser des études de transport bien avant la description des transporteurs ABC. La celule 
étant un système très complexe, le but est de la « vider » de toutes les structures et organites 
intérieurs pour avoir uniquement des membranes « enrichies » du transporteur objet de 
l’étude. Cependant, ce n’est qu’en 1970 qu’un protocole pour l’obtention de vésicules de 
membrane en utilisant diférentes étapes de centrifugation comportant des temps et  des 
vitesses de rotation variés ainsi qu’une phase de séparation dans des solutions denses a été 
établi (Steck et al, 1970). Depuis, de nombreuses variantes méthodologiques d’obtention des 
vésicules de membrane ont été proposées, en fonction des types celulaires utilisés. Avec 
l’identification de la P-gp comme le principal responsable du phénotype MDR, des études de 
plusieurs molécules pouvant être substrats de cete protéine ont été identifiés à l’aide des 
préparations de vésicules de membrane. 
Les vésicules de membranes de celules K562/ADR ont été préparées suivant le 
protocole proposé par Garigos et colaborateurs en 1993 (Garrigos et al, 1993) avec quelques 
modifications faites en fonction de la lignée celulaire utilisée. Les solutions utilisées sont 
listées ci dessus 
Tampon Hypotonique 10 mM Tris-HCl (pH 7,8) ; 10 mM KCl ; 2 mM MgCl2 ; 1 mM 
DTT ; 1 mM EGTA 
Solution de Saccharose 46% p/v saccharose dans tampon hypotonique 
Tampon A 10 mM Tris-HCl (pH 7,8) ; 10 mM KCl ; 2 mM MgCl2 ; 1 mM 
DTT ; 1 mM EGTA; 100 mM NaCl 
 
Un schéma descriptif du protocole suivi pour la préparation de vésicules de 










5.9.- Détermination de la concentration de protéines par la méthode de Bradford 
La méthode de Bradford a été utilisée afin de quantifier la concentration des protéines 
dans des préparations de vésicules de membrane des celules K562/ADR. 
Les mesures ont été réalisées selon les instructions générales proposées dans le manuel 
du kit Quick StartTM Bradford Protein Assay acheté chez BioRad. Des gammes, d’étalonnage 
avec des concentrations entre 0 et 10 µg/ml de BSA, ont été réalisées à partir d’une solution 
standard 0,1 mg/ml BSA. Les mesures ont été obtenues en utilisant un spectrophotomètre 
d’absorption électronique à une longueur d’onde λ = 595 nm. Le volume final de chaque 
échantilon était de 1 ml. 
 
5.10.- Détermination de l’activité ATPase de la P-gp dans des vésicules de membrane 
La P-gp transporte ses substrats à travers la membrane plasmique contre le gradient de 
concentration du substrat, en utilisant l’énergie d’hydrolyse de l’ATP. La réaction d'hydrolyse 
de l’ATP donne lieu à l’apparition de phosphate inorganique (Pi). 
Depuis plusieurs années, de nombreuses méthodes pour la détection de Pi ont été 
développées et optimisées; l’une des plus classiques consiste à utiliser l’Heptamolybdate 
d’Ammonium dans un milieu acide en présence d’un agent réducteur. Cependant, une 
modification de cete méthode classique a été utilisée (Bartolommei et al, 2013). Le tartrate 
de Potassium et d’Antimonium (II) réagit avec l’Heptamolybdate d’Ammonium dans un 
milieu acidifié (H2SO4); donnant lieu à la formation d’un complexe d’Antimoine-
Phosphomolybdate.  En présence d’un agent réducteur (acide Ascorbique), ce complexe est 
80 
 
d’une couleur bleue intense, proportionnele à la quantité de phosphate présente dans 
l’échantilon avec un pic d’absorption maximale à 880 nm. 
Les solutions nécessaires pour l’essai enzymatique sont listées ci-dessus ; les 
concentrations finales sont également indiquées : 
Cofacteur 1 mM ATP, préparé dans l’eau déionisée 
Vésicules de membrane Préparation des vésicules de membranes de 
celules K562/ADR 
Solution tampon de réaction (Sarkadi et 
al, 1992): 
50 mM Tris ; 2 mM EGTA ; 2 mM DTT ; 
50 mM KCl ; 0,5 mM Ouabaïne ; 5 mM 
NaN3 (pH = 6,8) 
Solution de détection du Pi (Bartolommei 
et al, 2013) 
125 mM H2SO4 ; 0,5 mM Heptamolybdate 
d’Ammonium ; 10 mM Acide Ascorbique ; 
40 µM Tartrate de Potassium et d’Antimoine 
(II) 
Inhibiteur de l’activité ATPase Ortho vanadate de sodium (Na3VO4, préparé 
d’après les indications de Goodno, 1982) 
SDS Solution 5% SDS dans l’eau déionisée 
 
 
Pour la détermination de l’activité ATPase, deux étapes ont été suivies : 
1. L’Etape 1 est la réaction d’hydrolyse de l’ATP: les vésicules de membrane plasmique 
(30 µg de protéines) sont incubées dans la solution tampon de réaction (50 mM Tris, 2 
mM EGTA, 2 mM DTT, 50 mM KCl, 0,5 mM Ouabaïne, 5 mM NaN3 (pH = 6,8)) et 
l’hydrolyse d’ATP est déclenchée avec l’addition de MgATP à  une concentration 




2.  L’étape 2 est la réaction de détermination de la quantité de phosphate inorganique 
produit par l’hydrolyse de l’ATP : 100 µl d’une solution 5% SDS sont ajoutés à 100 µl 
de chaque mélange de réaction de l’étape 1 afin d’arêter l’hydrolyse de l’ATP. 
Ensuite, 800 µl de la solution de détection du Pi sont ajoutés. Les échantilons sont 
mis sous agitation à température ambiante pendant 60 minutes. Les mesures 
conduisant à quantifier la production de Pi ont été faites en utilisant un 
spectrophotomètre d’absorption électronique à une longueur d’onde λ = 880 nm. Le 
volume final de chaque échantilon était de 1 ml. Des gammes d’étalonnage entre    
0 – 100 nM Pi avec des solutions standards de KH2PO4 ont été aussi réalisées lors de 
chaque expérience afin d’avoir une relation entre les valeurs de densité optique à 880 
nm de chaque réaction et la concentration de Pi. 
Dans tous les cas, les expériences ont été réalisées avec un n ≥ 4 et les résultats 
  montrés sous la forme Moyenne ± Déviation Standard.  
  
5.11.- Mesure de la vitesse d’efflux d’une anthracycline par la P-gp. 
La démarche suivie pour ces expériences est la suivante : les celules K562/ADR sont 
d’abord centrifugées et le milieu de culture remplacé par le tampon Hepes/Na+ afin d’obtenir 
1× 106 celules / ml. Les celules en suspension sont ensuite placées, en absence de glucose, 
dans une cuve de quartz de 1 cm2 de section en présence de 5 mM d’azoture de sodium 
(NaN3). Les cuves sont placées dans un compartiment du spectrofluorimètre sous agitation, à 
37°C pendant 30 minutes. L’azoture de sodium NaN3 est un inhibiteur connu du complexe IV 
de la chaîne mitochondriale de transport des électrons conduisant à la synthèse d’ATP. Dans 
ce qui suit ces conditions seront qualifiées de « sans énergie ». 
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La Pirarubicine à une concentration finale de 1 µM est ajoutée à cete solution. Dans 
ces conditions, le signal fluorescent est Fo et l'incorporation de la Pirarubicine dans la celule 
est suivie par la diminution de son signal de fluorescence (F) à 590 nm (λexc = 480 nm). Les 
cuves sont conservées dans les mêmes conditions de température et agitation pendant 30 
minutes. 
A l'état stationnaire, en présence de NaN3, la concentration globale de pirarubicine 
intercalée entre les paires de base de l’ADN dans le noyau est C'n = CT (F0 - F'n)/F0, où F'n est 
la fluorescence à l'état stationnaire (Fig. 8). Le peptide Aβ42, à des concentrations comprises 
entre 0 et 2 µM, est additionné à la solution ainsi que du glucose à une concentration finale de 
5 mM pour réactiver la synthèse d’ATP via la glycolyse et ainsi activer l'eflux de la 
Pirarubicine par la P-gp. Efectivement, on peut observer que 1 à 2 min après l'addition de 
glucose, une augmentation progressive du signal fluorescent en fonction du temps est 
observée. La pente, dF/dt, de la tangente à cete courbe peut être directement reliée à la vitesse 
d’eflux via le transporteur. Une fois ateint le nouvel état stationnaire, la valeur du signal 
fluorescent est Fn et la concentration globale de Pirarubicine intercalée dans le noyau est Cn. 
L'addition de Triton X-100, qui perméabilise les membranes celulaires, amène à un 
état d'équilibre où la concentration globale de Pirarubicine intercalée entre les paires de base 
dans le noyau est CN = CT (F0 - FN)/F0. 
D’après ces données expérimentales, dont un spectre type est montré dans la section 
Résultats et discussion (chapitre 6), les vitesses d’eflux de la Pira sont calculées et comparées 
afin de connaître si cele-ci est modulée par la présence de Aβ42 par rapport aux celules 




5.12. Mesure de la toxicité du peptide Aβ42 
5.12.1 - Essais de toxicité du peptide Aβ42 dans les lignées celulaires K562, K562/ADR et 
SH-SY5Y 
Le bleu de Trypan est une des molécules les plus utilisées pour vérifier la viabilité 
celulaire, en raison de son faible coût et de son eficacité. Dans ces « essais d’exclusion », 
proposés pour la première fois par Pappenheimer (1917), les celules sont mises en présence 
du bleu de trypan, celui-ci à tendance à traverser les membranes plasmiques et en même 
temps à être eflué grâce à des mécanismes dépendant de l’ATP. Si la membrane est 
endommagée, les mécanismes d’eflux de la molécule ne fonctionnent pas et le bleu de 
Trypan s’accumule dans la celule qui se colore en bleu. Au contraire si la membrane 
plasmique est intacte, le bleu de trypan ne poura pas s’accumuler. Dans le premier cas, les 
celules ne sont plus viables et dans le deuxième cas eles le sont encore. 
Les essais d’exclusion du bleu de Trypan ont permis de vérifier la toxicité des 
préparations du peptide Aβ42 sur les diférentes lignées celulaires utilisées. Ces essais été 
réalisés dans des plaques de 96 puits. Un schéma montrant le protocole détailé est présenté 
dans la Figure 29. Pour chaque lignée celulaire, les tests ont été faits avec un n ≥ 4 et trois 
répliques par essai pour chaque concentration testée du peptide et du solvant utilisé pour la 




Figure 29. Protocole suivi pour les essais de toxicité du peptide Aβ42 sur les lignées 





5.12.2.- Détermination de la concentration intracelulaire de Chlorure (Cl-) 
Les mesures de la concentration intracelulaire de Chlorure (Cl-) ont été efectuées à 
l’aide de la sonde fluorescente MQAE dans la lignée celulaire SH-SY5Y en présence et en 
absence d’Aβ42. 
Solutions utilisées 
Tampon Hepes/Na+  132 mM NaCl ; 3,5 mM KCl ; 1 mM CaCl2 ; 
0,5 mM MgCl2 ; 20 mM Hepes (pH = 7,4). 
Dans ce tampon, les concentrations finales de 
chlorure et de gluconate sont: [Cl-] = 138,5 
mM ; [Gluconate] = 0 mM 
Tampon Gluconate 132 mM Gluconate de Sodium; 3,5 mM 
Gluconate de Potassium; 1 mM CaCl2 ; 0,5 
mM MgCl2 ; 20 mM Hepes (pH = 7,4). Dans 
ce tampon, les concentrations finales de 
chlorure et du gluconate sont: [Cl-] = 3 mM ; 
[Gluconate] = 135,5 mM 
Sonde fluorescente MQAE Solution stock 100 mM préparée dans H2O 
déionisée 
 
Un schéma ilustrant le procédé est montré dans la figure 30. Les solutions tampons 
numérotées 1, 2, 3… 12 ont été préparées à partir des tampons Hepes/Na+ et Gluconate, 
mélangés en différentes proportions afin d’avoir les concentrations finales croissantes de 




Figure 30. Protocole suivi pour la détermination de la concentration intracelulaire de 






Tableau III. Liste de tampons utilisés pour la détermination de la concentration 
intracelulaire de chlorure dans les celules SH-SY5Y. Les variations des concentrations 






5.12.3. - Mesure du potentiel de membrane mitochondriale (Ψmit) des celules SH-SY5Y en 
présence et en absence du peptide Aβ42 
La Tetramethylrosamine (TMR) est un cation lipophile fluorescent qui s’accumule à 
l'intérieur des celules, plus particulièrement dans la mitochondrie en fonction du potentiel 
membranaire. Pour chaque expérience, 3 flacons de culture ont été ensemencés à 0,4 × 106 
celules/mL et cultivés pendant 72 heures à 37°C et 5 % de CO2 : 1 flacon de celules SH-
SY5Y sans traitement, 1 flacon de celules traitées par le mélange permetant de solubiliser le 
peptide Aβ42, et 1 flacon de celules traitées avec 0,5 µM du peptide Aβ42. Le jour de la 
mesure du potentiel membranaire, les celules de chaque groupe sont centrifugées et 
suspendues dans du tampon HEPES-Na+ à 2 × 106 celules/mL. De chaque suspension, 2 mL 
sont prélevés et mis dans une cuve en quartz sous agitation magnétique à 37°C dans le 
spectrofluorimètre. Puis un aliquote d’une solution de TMR est ajoutée de façon à avoir une 
concentration finale 0,5 µM. Après  200 s on ajoute du triton X-100 (4%) afin de 
Tampon [Cl-] (mM) [Gluconate] (mM) 
1 3 135,5 
2 6,9 128,6 
3 13,8 121,7 
4 20,8 114,7 
5 27,7 107,8 
6 34,6 100,9 
7 41,5 94 
8 48,5 87 
9 55,4 80,1 
10 69,2 66,3 
11 83,1 52,4 
12 97 38,5 
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perméabiliser les membranes. La variation du signal de fluorescence en fonction du temps est 







































6.1.- Préparation des solutions du peptide Aβ42 et étude de son agrégation en fonction 
du temps 
Pour la première étape de cete thèse, des études in vitro se sont avérées nécessaires 
afin de définir les conditions de solubilisation et d’agrégation du peptide Aβ42. Cete étude 
nous a permis de préparer des populations structuralement homogènes, aspect indispensable 
en raison de la variabilité existant entre des lots de peptides synthétiques chimiquement 
identiques et les différentes conditions de solubilisation pouvant être employées. Environ six 
mois ont été nécessaires pour trouver les conditions « idéales » de solubilisation du peptide 
ainsi que leur reproductibilité dans le temps. Dans ce contexte, plusieurs méthodes de 
solubilisation puis des vérifications postérieures des formes contenues dans les préparations 
ont été testées. La méthode proposée par Ryan et colaborateurs en 2010 (Ryan et al, 2010), 
avec quelques modifications apportées en fonction de notre peptide, nous a permis d’avoir des 
préparations stables et homogènes pouvant servir de point de départ aux études cinétiques 
d’agrégation et d’induction de la toxicité sur diférentes lignées celulaires. 
Une élimination des formes agrégées pouvant être présentes dans les solutions du 
peptide Aβ42 synthétique est essentiele avant d’entamer l’étude cinétique de son agrégation. 
De nombreux solvants organiques sont censés faciliter cete tâche, notamment les alcools 
contenant un atome de fluor dans leur structure, tels que le 1,1,1,3,3,3-hexafluorure-2-
propanol (HFIP) et le  2,2,2-Trifluoroéthanol (TFE). Une première solubilisation du peptide 
avec HFIP permet de rompre les conformations du type feuilet plissé β caractéristiques des 
formes agrégées du peptide Aβ42 tout en promouvant la formation de la structure secondaire 
de type hélice alpha (Bhatacharjya et al, 1999 ; Crescenzi et al, 2002). Cependant, le HFIP 
étant un alcool fortement corosif, une élimination via évaporation sous atmosphère d’azote a 
été obligatoire afin de rendre les préparations compatibles avec les essais développés au 
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niveau celulaire. Une fois cete partie réalisée, l’utilisation du DMSO (solvant employé 
couramment pour la solubilisation des peptides) permet « d’effacer » le passé d’agrégation du 
peptide synthétique (Arakawa et al, 2011). 
 La figure 31A montre une cinétique d’agrégation de solutions de Aβ42 préparées de 
la façon décrite dans la section 5.5, incubées à 37°C pendant 72 heures et suivies par 
électrophorèse dans des gels 12% polyacrylamyde. Dans ces conditions on observe, au temps 
0, l’absence des formes agrégées après le traitement avec les deux solvants organiques 
mentionnés et la prédominance des formes monomériques (d’un poids moléculaire de 4,5 
kDa) coexistant avec des formes dimériques/trimériques. Lorsque le processus d’agrégation 
commence à se metre en place, une diminution de l’intensité des bandes corespondant aux 
formes monomériques est évidente à 48 et 72 heures d’incubation. Ce phénomène est 
concomitant avec l’apparition des bandes corespondantes à des formes de taile plus grande 
(36-66 kDa) entre les 24 et les 72 heures d’incubation. Ces formes corespondent à des 
oligomères. L’observation de ces bandes est liée non seulement à l’incubation des 
préparations dans un milieu aqueux (tampon PBS) mais aussi à la présence du détergent SDS 
agissant comme un inducteur de l’agrégation. Dans nos conditions expérimentales, la 
présence de ce détergent a été nécessaire pour observer la conversion des formes monomères 
à oligomères. Cela est confirmé en réalisant la cinétique d’agrégation dans les mêmes 
conditions de solubilisation et d’incubation du peptide mais en absence de SDS (figure 31B). 
La confrontation de ces résultats à ceux existants dans la litérature comportant une 
nomenclature des diférentes formes d’Aβ (voir tableau I, page 35), nous a permis d’identifier 
les bandes observées comme des formes d’oligomères solubles et stables dans le SDS (Ryan 
et al, 2010 ; Yamamoto et al, 2004). 
92 
 
L’analyse de l’ensemble des résultats montre qu’avec les étapes de solubilisation 
suivies, le peptide initialement dans une forme non agrégée évolue après environ 24 heures, 
en présence de SDS, vers des formes agrégées.    
 
Figure 31. Cinétiques d’agrégation du peptide Aβ42. Des aliquotes des solutions des peptides 
Aβ42 préparées de la façon décrite dans la section 6.5 ont été prélevés à diférents temps (0, 
5, 10 et 15 minutes ; puis 1, 2, 4, 24, 48, 72 heures) et placés dans des gels 12% 
polyacrylamyde afin de visualiser les formes présentes à chaque temps d’incubation. Les 
poids moléculaires ont été calculés à l’aide des témoins (ligne MW). La figure A montre une 
cinétique des solutions d’Aβ42 où le SDS est inclus dans les préparations afin de déclencher 




6.2.- Effet de Aβ42 sur l’activité ATPase de la P-gp dans des vésicules de membrane des 
celules K562/ADR 
L’activité ATPase de la P-gp présente dans des vésicules de membranes a été mesurée 
en présence de diférentes concentrations de Aβ42 (0 – 10 µM) afin de déterminer s’il y avait 
ou non stimulation de cete activité. Rappelons que la stimulation de l’activité ATPase de la 
P-gp par une molécule (M) est considérée comme un critère nécessaire pour que cete 
molécule puisse être envisagée comme substrat de la P-gp. Afin d’atribuer l’activité ATPase 
mesurée lors des essais à la P-gp, des inhibiteurs d’autres ATPases présentes communément 
dans les membranes ont été utilisés. Les mesures on été réalisées en mesurant la concentration 
de Pi produit lors de l’hydrolyse d’ATP (voir section 5.10). Par aileurs, l’efet du solvant du 
peptide, sur l’activité ATPase a également été testé. Les résultats sont présentés dans la figure 
32A (■). Un efet du peptide Aβ42 sur l’activité ATPase de la P-gp a été observé pour toutes 
concentrations testées. Dans tous les cas, cet efet était stimulateur puisque l’activité 
déterminée a été supérieure à l’activité basale. D’aileurs, un plateau est observé à des 
concentrations entre 2 et 10 µM. Considérant le milieu où les solutions du peptide ont été 
préparées, une série similaire d’expériences a été efectuée en présence de diférents volumes 
du mélange de solvants employé pendant la préparation des solutions de Aβ42. Ces volumes 
étaient équivalents à ceux utilisés pour arriver aux diférentes concentrations du peptide. Le 
même efet stimulateur a été observé lors des essais avec les solvants (Figure 32A, (□)). Si la 
soustraction des deux courbes est réalisée, la non stimulation de l’activité ATPase de la P-gp 
par le peptide Aβ42 est observée (Figure 32A, (×)).  
Paralèlement et systématiquement, nous avons vérifié que notre système 
« fonctionnait » corectement, à savoir que l’on pouvait observer une stimulation de l’activité 
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ATPase en présence d’une molécule qui est transportée par la P-gp. Pour ce faire nous avons 
choisi le vérapamil (Hodges et al, 2011 ; Teodori et al, 2011 ; Sharom, 2011). 
Dans une première série d’expériences, des vésicules de membrane ont été incubées en 
présence de différentes concentrations de vérapamil (0 – 1000 µM). Une courbe en forme de 
cloche a été obtenue (Figure 32B), montrant des faibles modifications de l’activité ATPase 
basale de la P-gp à des concentrations entre 0 et 1 µM et une stimulation maximale de cete 
activité à une concentration de 5 µM. Une diminution de l’activité ATPase basale en présence 
de vérapamil a été aussi observée à des concentrations supérieures à 5 µM, montrant un efet 
inhibiteur du modulateur à des concentrations élevées. 
Une deuxième série d’expériences a été réalisée, cete fois-ci en présence de 
diférentes concentrations d’orthovanadate de sodium (0 – 1000 µM), un inhibiteur de 
l’hydrolyse d’ATP (Urbatsch et al, 1995). Les résultats sont montrés dans la Figure 32C. Un 
efet inhibiteur de l’activité ATPase basale de la P-gp dépendant de la concentration 
d’orthovanadate a été observé ; avec 50% d’inhibition de l’hydrolyse de l’ATP à une 
concentration d’environ 10 µM et une inhibition quasi complète à une concentration de 1000 
µM. 
L’ensemble des résultats obtenus dans ces expériences montrant que le peptide Aβ42 
n’a aucun efet sur l’activité ATPase de la P-gp, met fortement en doute la possibilité que 
celui-ci puisse être un substrat de la P-gp. Cependant, d’autres expériences conçues pour 












Figure 32. Modification de l’activité ATPase dans des vésicules de membrane K562/ADR en 
présence de diférents modulateurs : A) Peptide Aβ42 (■) et mélange des solvants utilisés 
pour la solubilisation du peptide (□). B) Vérapamil, substrat de la P-gp. C) Orthovanadate de 
sodium, un inhibiteur classique de l’activité ATPase. 
 
6.3.- Effet du peptide Aβ42 sur le transport de la Pirarubicine par la P-glycoprotéine 
dans les lignées celulaires K562/ADR et hCMEC/D3 
Bien que de nombreuses molécules soient considérées comme substrats de la P-gp, il 
n’y a que très peu d’études démontrant réelement le transport direct de ces molécules par 
cete protéine. Il existe cependant quelques « critères » devant être remplis établis par une 
molécule pour que cele-ci puisse être envisagée comme substrat de la P-gp. 
Le transport des anthracyclines, des vinca alcaloïdes et du vérapamil par la P-gp a été 
démontré il y a plusieurs années. Il a également été montré que le transport des anthracyclines 
était perturbé entre autres par : i) les vinca alcaloïdes, le vérapamil et d’une façon générale par 
toute molécule étant ele-même substrat de la P-gp ; et i) certaines molécules qui modifiaient 
la fluidité membranaire autour de ce transporteur (Mankhetkorn et al, 1998 et 1999 ; Borel et 
al, 1994a et 1994b). 
Afin de clarifier si Aβ42 pouvait être un substrat de la P-gp, nous avons étudié son 
efet sur l’eflux de la Pirarubicine (molécule de la famile des anthracyclines et substrat de la 
P-gp) dans des celules K562/ADR surexprimant la P-gp ainsi que dans des celules 
endothéliales hCMEC/D3. Pour ce faire, nous avons mesuré « l’eflux actif » de la 
Pirarubicine en absence et en présence de Aβ42. 
Dans ce type d’expériences, les celules ont été d’abord incubées en absence du 
glucose et en présence d’azoture de sodium (NaN3) afin de bloquer la synthèse d’ATP, 
nucléotide nécessaire au fonctionnement de la P-gp et l’efflux des molécules. La figure 33 
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montre le résultat d’une expérience type : l’addition de Pira à des celules en suspension 
montre tout d’abord une augmentation instantanée de l’intensité du signal fluorescent 
corespondant à la Pira dans le milieu extracelulaire. On observe ensuite une diminution du 
signal due à l’intercalation de la Pira entre les paires de bases de l’ADN jusqu'à l’obtention 
d’un état stationnaire dans lequel la concentration intracelulaire de Pira dans le cytosol est 
égale à cele du milieu extracelulaire. L’intensité de fluorescence mesurée à 590 nm une fois 
ateint cet état stationnaire sera notée Fn’. L’addition de 5 mM de glucose restore la synthèse 
de l’ATP et le fonctionnement de la P-gp. On observe alors une augmentation du signal 
fluorescent corespondant au rejet de la Pira dans le milieu extracelulaire. C’est la valeur de 
la pente de la tangente à la courbe dF/dt qui permet de calculer la vitesse d’eflux de 






Figure 33. Cinétique d’incorporation de la Pirarubicine dans des celules K562/ADR en 
fonction du temps 
 
Une expérience similaire efectuée avec des celules K562, ne sur-exprimant pas la  
P-gp, ne montre aucun effet du glucose (Figure 34, courbe « c »). 
Une deuxième série d’expériences a été effectuée mais cete fois-ci en présence du 
vérapamil (concentration finale de 1 µM), ajouté avant l’addition du glucose. Dans ce cas, 




Figure 34. Cinétique d’incorporation de la Pirarubicine dans des celules K562 et K562/ADR 
en fonction du temps. Dans une expérience type, 106 celules/ml sont incubées en présence de 
NaN3 et ensuite de pirarubicine. L’extinction du signal fluorescent est mesurée à 590 nm. Le 
signal fluorescent augmente en fonction du temps après l’addition du glucose (dF/dt), ceci dû 
à la réactivation de l’eflux de la pirarubicine par la P-gp. Des diférences dans cete 
augmentation sont observées en fonction des lignées celulaires et des traitements. Ainsi, on 
observe la majeure variation dF/dt dans des celules K562/ADR contrôles (cinétique « a »), 
une variation plus aténuée dans des celules K562/ADR en présence du vérapamil, un 
inhibiteur de la P-gp (cinétique « b ») ; et une variation presque nule dans des celules 
K562S ne surexprimant pas la P-gp (cinétique « c ») 
 
Ces expériences ont été réalisées afin de bien montrer que dans nos conditions 
expérimentales, l’addition d’un substrat de la P-gp (vérapamil) inhibait le transport de la Pira 
par la P-gp. 
Une troisième série d’expériences a été réalisée mais cete fois-ci avec Aβ42 à des 
concentrations comprises entre 0 et 2 µM, ajoutées avant l’addition du glucose. 
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Le tableau IV (page 100) montre les rapports calculés à partir des données de vitesses 
d’eflux de la Pira en absence et en présence de diférentes concentrations du peptide Aβ42 
lors de son incubation avec des celules de la lignée K562/ADR. Quelque soit la concentration 
de Aβ42 utilisée, l’analyse des résultats ne montrent pas de diférences significatives. Par 
aileurs, le même type d’expériences a été réalisé avec le solvant du peptide amyloïde et 
aucune variation de la vitesse d’eflux de la Pira n’a été observée.  
Des conditions expérimentales similaires ont été aussi employées afin d’étudier ce 
phénomène dans la lignée celulaire endothéliale hCMEC/D3 exprimant aussi la P-gp. 
Cependant, les niveaux d’expression du transporteur étant assez faibles, il n’a pas été possible 
d’obtenir une pente sufisamment forte pour calculer les vitesses d’eflux de l’antracycline. 
 
Tableau IV. Rapport des vitesses d’eflux (Ve) de la Pirarubicine en présence et en absence 
de concentrations variables du peptide Aβ42. Les résultats sont exprimés sous la forme :   
Ve ± Déviation Standard avec n ≥ 4 dans tous les cas 
[Aβ42] (µM) Rapport des vitesses d’efflux de la 
Pirarubicine 
Ve avec Aβ42 / Ve sans Aβ42 
0 1,00 
0,01 0,88 ± 0,12 
0,05 0,88 ± 0,12 
0,1 0,84 ± 0,04 
0,5 1,02 ± 0,11 
1 0,89 ± 0,12 





6.4.- Toxicité du peptide Aβ42 
La toxicité des préparations du peptide Aβ42 a été évaluée du point de vue de la 
mortalité induite dans diférentes lignées celulaires mais aussi par les modifications de 
certains paramètres physiologiques : variation de la concentration intracelulaire des ions Cl- 
et du potentiel de la membrane mitochondriale. 
6.4.1.- Evaluation des efets toxiques du peptide Aβ42 dans les lignées celulaires K562, 
K562/ADR et SH-SY5Y : survie celulaire 
L’étude des conditions et des temps d’incubation nécessaires à la préparation des 
solutions conduisant à la formation des formes oligomériques de Aβ42 était motivé par les 
résultats récents suggérant que ces formes sont beaucoup plus toxiques que les formes 
monomères et fibrilaires. 
Après trois jours d’incubation dans les conditions décrites dans les sections 5.5 et 
5.12.1, une mortalité celulaire dépendante de la concentration de Aβ42 est observée dans les 
lignées celulaires d’origine leucémique humaine K562 et K562/ADR ainsi que dans la lignée 
neuronale SH-SY5Y (voir Tableau V). Ces résultats montrent que les préparations possèdent 
une activité biologique. 
Aucune diférence entre la mortalité induite par Aβ42 dans les lignées K562 et 
K562/ADR n’est mise en évidence. Il en est de même en ce qui concerne la lignée neuronale 
SH-SY5Y, suggérant que l’augmentation de la toxicité provoquée par des concentrations 
croissantes de Aβ42 est indépendante du modèle celulaire. Le pourcentage de mortalité 
celulaire observé en absence du peptide amyloïde (20-22%) a été atribué aux conditions de 
culture des lignées celulaires spécifiques pour tous les essais de toxicité, notamment 
l’élimination du sérum du milieu de culture, composant censé interagir avec le peptide 
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amyloïde et qui diminuerait sa concentration efective en solution, (Biere et al, 1996). Des 
résultats semblables à ceux obtenus en absence du peptide, ont été observés lorsque les 
diférentes lignées celulaires ont été incubées en présence du solvant utilisé pour la 
préparation de Aβ42. Par aileurs, puisque des pourcentages de mortalité celulaire proches au 
100% ont été observés à la concentration la plus élevée de Aβ42 testée (4 µM), il n’a pas été 
jugé nécessaire d’évaluer des concentrations de Aβ42 supérieures à 4 µM. 
Il est important aussi de signaler que l’absence de diférences significatives entre la 
mortalité celulaire induite par Aβ42 dans les lignées celulaires K562 et K562/ADR peut être 
considérée comme un indice négatif en ce qui concerne la participation de la P-gp à l’eflux 
de Aβ car il était logique de s’atendre à des effets toxiques moindres dans la lignée où ce 
transporteur est surexprimé (celules K562/ADR). 
 
Tableau V. Mortalité celulaire induite par le peptide Aβ42 dans diférentes lignées 
celulaires après trois jours d’incubation. Les résultats sont exprimés sous la forme : 
pourcentage de mortalité celulaire ± Déviation Standard avec n ≥ 4 dans tous les cas 









0 21,8% ± 2,6  23,8% ± 0,8  16,7% ± 3,9 
1 40,0% ± 0,5 38,4% ± 5,8 24,1% ± 1,8 
2 63,8% ± 7,9  78,8% ± 1,9  40,8% ± 6,5 
4 97,9% ± 0,6 96,7% ± 2,4 82,5% ± 7,3 
 
6.4.2.- Evaluation des efets toxiques du peptide Aβ42 dans la lignée celulaire SH-SY5Y : 
modifications de la concentration intracelulaire de chlorure 
Les mesures de la concentration intracelulaire de Chlorure dans les celules 
neuronales, lors de leur traitement avec Aβ42, nous a permis d’évaluer si ce paramètre était 
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afecté comme résultat des efets déclenchés par ce peptide, nous aidant à construire une 
« cartographie » des processus celulaires modifiés avant que la mort neuronale ait lieu. 
Parmi les efets entraînant la mort celulaire liée à la présence du peptide amyloïde, le 
dérèglement des gradients de concentrations de certains ions entre le cytoplasme et l’extérieur 
celulaire a été proposé (Simakova and Arispe, 2006 ; Sepulveda et al, 2010 ; Shirwany et al, 
2007 ; Aguayo et al, 2009). La plupart des travaux existants portent sur la variation des 
concentrations de Ca2+ induites par Aβ. Compte tenu de l’importance générale de la 
préservation des gradients des ions afin d’assurer l’eficacité synaptique ainsi que pour la 
régulation du volume celulaire (Blaesse et al, 2009 ; Chamma et al 2012), notre intérêt s’est 
porté sur la question de savoir si Aβ42 était également capable de générer une altération de la 
concentration intracelulaire des ions Cl-. Il a été proposé que sous certaines conditions, les 
canaux formés par le peptide Aβ peuvent admetre le passage d’anions tels que les chlorure 
(Miceli et al, 2004). 
La concentration intracelulaire de Cl- [Cl-i] a été déterminée à l’aide de la sonde 
fluorescente MQAE (figure 35) d’après la méthode développée par Verkman et colaborateurs 
(1989). 
 




Le MQAE fluoresce à 470 nm quand il est excitée à 365 nm. L’intensité de la 
fluorescence de cete sonde varie en fonction de la concentration de chlorure. En bref, on 
observe une extinction du signal fluorescent de la sonde due aux colisions avec les ions 
halogénure. Par conséquent, l’intensité de la fluorescence mesurée est inversement 
proportionnele à la concentration en ions chlorure. Afin de mesurer la concentration 
intracelulaire de chlorure dans les celules neuronales traitées ou non avec Aβ42 pendant 72 
heures, les celules SH-SY5Y (incubées avec cete sonde ont été lavées et résuspendues dans 
des tampons HEPES contenant diférentes concentrations de Chlorure (3 – 97 mM, voir 
tableau II, page 87). Deux enregistrements types obtenus lors de ces expérimentations sont 
montrés dans la figure 36. Comme nous l’avons mentionné ci-dessus, l’intensité de la 
fluorescence des celules incubées avec la sonde (Fi) dépend de la concentration des ions 
chlorure intracelulaires. On peut dire alors que la concentration de chlorure dans l’expérience 
1 est inférieure à cele de l’expérience 2. Les celules sont ensuite traitées avec 4% de Triton 
X-100, entraînant une perméabilisation des membranes et une égalisation des concentrations 
intra et extracelulaire d’ions chlorure. Après l’ajout du Triton, l’intensité de fluorescence est 
Fx (Figure 36). Le calcul du rapport (Fx – Fi) / Fi, permets de construire un graphique type 
montré dans la Figure 37. Ce graphique permet d’estimer la concentration intracelulaire de 
chlorure. Les résultats de ces estimations sont présentés dans le tableau VI. Lors de ces essais, 
les celules ont été incubées avec le peptide Aβ à 0,5 µM, de façon à ce que la mortalité 
celulaire ne soit pas diférente de cele obtenue dans les celules non traités avec le peptide à 
la fin d’un temps d’incubation de 72 heures. En présence de Aβ42 on mesure une 
concentration intracelulaire [Cl-i] = 105 ± 9 mM. Cete concentration est plus forte que cele 
mesurée dans les contrôles (entre 80 et 84 mM). La présence de 0,5 µM de Aβ42 induit donc 




Figure 36. Exemple de cinétique de fluorescence obtenue lors des mesures de la 
concentration intracelulaire d’ions chlorure dans les celules SH-SY5Y. Les celules incubées 
avec le MQAE sont placées dans des tampons contenant des concentrations variables de 
chlorure entre 3 et 97 mM. Le signal fluorescent entre 0 et 100 secondes des celules en 
suspension est Fi. Après le traitement avec du Triton X-100 l’intensité de fluorescence change 
de Fi à Fx (cinétiques entre 100 et 300 secondes). D’après les explications données 
précédemment, on peut dire que la concentration de chlorure est inférieure dans la 
suspension celulaire donnant lieu au signal 1 par rapport à cele donnant lieu au signal 2. 
 
 
Figure 37. Graphique type permetant le calcul de la concentration intracelulaire d’ions 
chlorure par la méthodologie du point nul où la valeur (Fx-Fi)/Fi est égale à zéro 
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Tableau VI. Variation de la concentration intracelulaire d’ions chlorure (Cl-) dans la lignée 
cellulaire SH-SY5Y en présence du peptide Aβ42 pendant 72 heures 
Condition Concentration de 
chlorure intracelulaire 
mesurée (mM) 
Celules cultivées dans un milieu contenant du sérum 84 ± 6 
Celules cultivées dans un milieu sans sérum 80 ± 6 
Celules cultivées dans un milieu sans sérum en présence du 
solvant 
80 ± 8 
Celules cultivées dans un milieu sans sérum en présence de 0,5 
µM d’Aβ42 
105 ± 9 
 
6.4.3.- Evaluation des efets toxiques du peptide Aβ42 dans la lignée celulaire SH-SY5Y : 
modifications du potentiel membranaire mitochondriale. 
Le dysfonctionnement probable des organites tels que la mitochondrie dans la maladie 
d’Alzheimer a aussi été proposé (Andrews et al, 2005 ; Duchen, 2005). Etant donné 
l’importance de la mitochondrie dans la production de l’ATP nécessaire pour garantir la 
survie des celules, nous nous sommes intéressés à savoir si la présence de Aβ42 était capable 
de produire une modification du potentiel de membrane mitochondriale, (∆Ψmit) dans les 
celules neuronales (lignée SH-SY5Y). 
Pour ce faire nous avons utilisé la TMR. Les celules ont été cultivées dans des 
conditions similaires à celes employées pour l’essai de l’effet du peptide sur la concentration 
intracelulaire de chlorure. Après trois jours d’incubation des celules neuronales dans un 
milieu de culture sans sérum, la fluorescence d’une population de celules incubées dans un 
tampon HEPES/Na+ avec 0,5 µM TMR a été mesurée. On observe d’abord une augmentation 
de la fluorescence correspondant à la fluorescence de la TMR dans le milieu extracelulaire 
puis une diminution corespondant à l’entrée de la TMR dans la celule et à son accumulation 
dans les mitochondries sous l’efet du potentiel membranaire (Pery et al, 2011). Les 
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potentiels membranaires dans ces conditions sont ∆Ψmit ≠ 0 et ∆Ψmp ≠ 0 pour la mitochondrie 
et la membrane plasmique respectivement. Finalement, l’ajout du Triton X-100 perméabilise 
les membranes. Dans ces conditions, la TMR ne reste plus séquestrée dans les mitochondries 
et sa fluorescence redevient égale à sa valeur initiale (Figure 38a). 
Une expérience similaire efectuée en présence de 1 µM de FCCP n’entraîne pas de 
diminution du signal fluorescent de la TMR (Figure 38b). Ceci est dû à l’élimination des 
potentiels membranaires induite par le FCCP (∆Ψmit = 0) et par conséquent à l’absence 
d’accumulation de la TMR dans les mitochondries. 
 Le même schéma d’incorporation de la TMR est obtenu pour les celules cultivées en 
présence du peptide Aβ42 (Figure 38c), c’est-à-dire, une faible accumulation de la TMR dans 
les mitochondries. Ceci est dû à une diminution du potentiel mitochondriale qui ne peut être 
provoquée que par la présence de Aβ42. 
L’analyse de l’ensemble des données présentées ci-dessus permetent de suggérer que 
la présence de Aβ42 induit non seulement une modification de la concentration intracelulaire 
de chlorure, mais modifie aussi d’autres paramètres physiologiques pouvant être à l’origine de 










Figure 38. Cinétiques montrant la variation du signal fluorescent de la TMR dans des 





6.5.1.- Transport du peptide Aβ42 par la P-gp 
Parmi les idées acceptées sur la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, figure 
cele de la présence de deux marqueurs histopathologiques, à savoir : les dégénérescences 
néurofibrilaires et les plaques amyloïdes. Ces dernières sont le produit de l’accumulation des 
agrégats du peptide amyloïde Aβ formant des dépôts extracelulaires insolubles. Le peptide 
amyloïde, étant généré dans des conditions physiologiques, plusieurs hypothèses sur sa 
fonction au niveau celulaire ont été proposées. Cependant, il n’y a encore aucune certitude 
dans ce domaine. A ceci s’ajoute la méconnaissance des mécanisme(s) possible(s) auxquels ce 
peptide est assujeti pour assurer sa dégradation/élimination dans des conditions normales. 
Dans ce contexte il a été postulé qu’un déséquilibre entre la dégradation/élimination du 
peptide au niveau cérébral pourait être l’événement à l’origine de cete maladie. 
A ce titre, certains transporteurs présents au niveau de la BHE ont été proposés 
d’assurer l’efflux du peptide amyloïde du cerveau vers le sang. Un des candidats, la P-gp, 
constitue l’intérêt de cete thèse, en raison des contradictions existantes sur sa participation ou 
non à l’eflux du peptide amyloïde. 
La P-gp étant un transporteur ABC, ele a besoin d’énergie sous forme d’ATP afin de 
pouvoir transporter ses substrats spécifiques depuis le cytoplasme vers le milieu 
extracelulaire. Pendant ce processus de transport, l’ATP est hydrolysée en ADP et Pi 
(phosphate inorganique). Cependant, même en absence de molécules pouvant servir de 
substrat à la P-gp, une hydrolyse de l’ATP peut être mesurée. Ele est connue sous le nom 
d’activité ATPase basale. C’est donc en présence d’un substrat, qu’une modulation de cete 
activité, notamment une stimulation, a lieu. Or, l’un des critères les plus souvent utilisés, dans 
110 
 
le but de tester si une molécule est ou non substrat de cete protéine, est la mesure de cete 
activité, ce qui a contribué à établir une liste des molécules transportées par la P-gp, dont une 



















Tableau VII : Sélection de substrats identifiés pour la P-gp 
Activité / Fonction Nom Poids moléculaire (Daltons) 
Analgésiques Asimadoline 414 
Morphine 285 
Anti arythmiques Amiodarone 645 
Propafénone 341 
Quinidine 324 
Antibiotiques Érythromycine 734 
Gramicidine D 1882 
Valinomycine 1111 















Colorants Rhodamine 123 381 
Hoechst 33342 616 
Peptides ALLN 383 
Leupeptine 426 
Pepstatine A 686 





Dans cet esprit, la première approche utilisée dans le développement de ce sujet de 
thèse a été la mesure de l’activité ATPase en présence de différentes concentrations du 
peptide Aβ42. Ces mesures ont été efectuées dans des vésicules de membrane de celules sur 
exprimant la P-gp (lignée celulaire K562/ADR). Les résultats obtenus lors de ces mesures 
montrent une apparente stimulation de l’activité ATPasique basale aux concentrations de 
Aβ42 essayées, mais le même efet est obtenu lors de l’incubation des vésicules de membrane 
avec le solvant utilisé pour la dissolution du peptide. La comparaison des deux résultats 
permet de dire que, dans nos conditions expérimentales, le  peptide Aβ42 n’a aucun efet 
sur l’activité ATPasique basale de la P-gp. Cependant, ces observations contredisent celes 
publiées par Lam et colaborateurs (2001), qui ont rapporté une stimulation de l’activité 
ATPasique en présence de Aβ42 et en ont conclu que ce peptide était un substrat de la P-gp 
(Lam et al, 2001). Cependant, en absence de détails sur la méthode utilisée par ces auteurs 
pour le mode de solubilisation du peptide, l’interprétation de leurs résultats reste sujete à 
caution. En tout cas, une question a été posée lors de cete étape d’expérimentations : la 
stimulation de l’activité ATPase est-ele la preuve d’un éventuel transport de Aβ42 ? 
 Du point de vue moléculaire, le peptide amyloïde est fortement hydrophobe, d’où sa 
tendance à former les agrégats observés dans les coupes du cerveau post-mortem de patients 
ateints de la maladie d’Alzheimer. Un des modèles proposés pour le fonctionnement de la   
P-gp comme pompe d’efflux consiste à lui atribuer un comportement de « flippase » (Higgins 
and Gotesman, 1992). Une brève description du modèle est proposée dans le chapitre 4 
(section 4.4.1). Si on prend en compte ce modèle, dans le cas où ce peptide serait un substrat 
de la P-gp, son transport impliquerait un passage à travers la membrane pour se situer au 
niveau du cytoplasme. A cet égard, dans un milieu aqueux tel que le cytoplasme, le peptide 
aurait tendance à s’agréger, rendant sa sortie de la celule un événement dificile tant par la 
taile des agrégats que par la taile du site actif de la P-gp. 
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A partir de la fin des années 1980, certains peptides ont été identifiés comme pouvant 
traverser la membrane plasmique. Ils sont appelés communément Cel-Penetrating Peptides 
(CPP). L’étude de ces diférents peptides a contribué à produire un tableau général indiquant 
les propriétés des peptides censés être des CPPs. Les différences entre les caractéristiques des 
CPPs et celes du peptide Aβ42 seront discutées tout au long des prochains paragraphes afin 
d’appuyer les considérations moléculaires déjà énoncées concernant l’entrée du peptide Aβ42 
dans le cytosol, événement nécessaire pour un transport par la P-gp d’après le modèle de la 
« flippase » (Higgins and Gotesman, 1992). 
D’une façon générale, les CPPs peuvent être repartis en trois classes : i) peptides 
dérivés des protéines, i) peptides chimériques résultants de la fusion de deux séquences, et, 
ii) peptides synthétisés d’après des études structure-activité (Bechara and Sagan, 2013). Une 
classification plus fine, suivant les propriétés physico-chimiques des CPPs a été aussi 
proposée (Mileti, 2012). Considérant les trois classes proposées par Bechara et Sagan 
(2013), dans le cas où le peptide Aβ42 serait un CPP, il appartiendrait à la première classe 
dans la mesure où il est dérivé de la protéine précurseur du peptide amyloïde (APP). 
Les CPPs sont définis comme des peptides ayant une longueur comprise entre 5 et 30 
acides aminés et pouvant traverser les membranes plasmiques par des mécanismes dépendants 
ou indépendants d’énergie produisant une toxicité celulaire faible (Lundberg and Langel, 
2003 ; Bechara and Sagan, 2013 ; Lindgren et al, 2000 ; Mileti, 2012 ; Mussbach et al, 
2011). Par contre, le peptide Aβ42 possède une séquence de 42 acides aminés et les efets 
toxiques sur les celules suite à son interaction avec des membranes celulaires ont été 
largement étudiés (Simakova and Arispe, 2007). 
Les CPPs identifiés à ce jour présentent une séquence contenant majoritairement des 
acides aminés basiques, donnant aux peptides une charge nete positive. Il y a cependant des 
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exceptions, ainsi, des peptides amphipatiques et hydrophobes ont également été identifiés, qui 
sont chargés positivement à environ 83%. Il a été montré que cete charge nete positive est 
principalement due à la présence de plusieurs résidus d’Arginine (Arg) dans la séquence des 
CPPs. Grâce à la chaîne latérale composée par un groupe guanidine, la formation des liaisons 
hydrogène avec les groupes phosphate, sulfate et carboxylate présents dans les membranes 
celulaires et chargés d’emblée négativement permet la création des conditions moléculaires 
pour l’internalisation des CPPs. Le nombre d’arginines nécessaire pour une internalisation 
optimale a été estimé entre 7 et 15 (Bechara and Sagan, 2013 ; Lundberg and Langel, 2003 ; 
Futaki et al, 2001 ; Herce et al, 2009 ; Schmidt et al, 2010 ; Mileti, 2012). 
L’identification des CPPs hydrophobes est un élément à analyser soigneusement 
puisque, bien que les peptides hydrophobes arivent à s’insérer dans les membranes, la plupart 
doivent probablement rester atachés à ces membranes, réduisant l’eficacité de 
l’internalisation. Cela a été mis en évidence par Walrant et colaborateurs (2012) après une 
étude de l’internalisation de deux peptides de la même taile riches en arginine mais aussi en 
acides aminés hydrophobes. Ces deux peptides, (Arg)2(Trp)2(Arg)2Trp(Arg)2–NH2 et 
(Arg)2(Leu)2(Arg)2Leu(Arg)2–NH2 ont montré des diférences d’internalisation. Le premier 
arive à s’insérer et à traverser les membranes tandis que le deuxième s’insère mais ne 
traverse pas les membranes. Ces différences ont été atribuées à la substitution dans la 
séquence du deuxième peptide des Tryptophanes par des Leucines, rendant celui-ci plus 
hydrophobe (Walrant et al, 2012). 
En raison de sa séquence d’acides aminés, le peptide amyloïde a un caractère 
hydrophobe et est chargé négativement à pH physiologique; une explication détailée sur la 
charge de Aβ42 sera donnée par la suite. Ces deux caractéristiques ne coïncident pas avec 
celes qui viennent d’être mentionnées pour les CPPs. De plus il n’y a qu’un résidu arginine 
(Arg5) parmi les quarante-deux acides aminés qui composent Aβ42. 
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A ce jour, aucune étude sur la possibilité de considérer le peptide Aβ42 comme un 
CPP n’a été faite. Néanmoins, d’après la comparaison des caractéristiques des peptides qui 
ont été classés CPPs et celes de Aβ42, il est possible de prévoir que ce dernier ne sera pas un 
peptide appartenant à cete classe.   
Le mécanisme de transport de Aβ proposé en 2010 par Hartz et colaborateurs, met en 
jeu non seulement la P-gp mais également cele d’un récepteur également présent dans la 
BHE : LRP-1. D’après ce mécanisme, LRP-1 participe à l’étape initiale de l’efflux de Aβ, du 
parenchyme cérébral vers l’endothélium, laissant ensuite ce peptide soumis à la P-gp, qui va 
le transporter vers le sang (Hartz et al, 2010). Il est accepté que les récepteurs de type LRP 
forment des complexes avec leurs ligands, qui peuvent par la suite entrer dans la celule par 
endocytose via des vésicules couvertes de clathrine. Ces complexes sont ensuite libérés dans 
les endosomes, endroit où les conditions d’acidité (faible pH) déclenchent la séparation des 
ligands du récepteur pour la dégradation des premiers et le retour à la membrane du second 
(Anderson et al, 1978 ; Jeon and Blacklow, 2005). De cete façon, LRP-1 promeut la 
dégradation de ses ligands physiologiques, les LDL. Si le mécanisme proposé par Hartz et 
colaborateurs en 2010 est pris tel qu’il est, une fonction de promotion de la transcytose du 
ligand devrait être atribuée au récepteur LRP-1. Sur cet aspect, une étude publiée par Nazer 
et colaborateurs (2008) sur la participation du LRP-1 ainsi que de la P-gp dans l’eflux du 
peptide Aβ40, dans un modèle in vitro de la BHE, montre une dégradation intracelulaire du 
peptide par LRP-1 (Nazer et al, 2008). Si ce résultat est transposé au modèle de Hartz et 
colaborateurs, il se trouve que la première étape du transport n’est pas censée se produire 
puisque une dégradation intracelulaire du peptide, suite à son endocytose avec le LRP-1, est 
non seulement en accord avec la fonction atribuée au récepteur (promotion de l’endocytose) 
mais montre aussi qu’un processus de transcytose n’a pas lieu. En absence de ce processus, il 
n’y aurait pas de peptide Aβ dans l’endothélium suceptible d’être pris en charge par la P-gp. 
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Concernant la P-gp, Nazer et colaborateurs ont observé une absence de transport du peptide 
Aβ40 dans des celules surexprimant la P-gp. Ce dernier résultat appuie nos observations de la 
toxicité du peptide Aβ42 sur des lignées surexprimant ou non la P-gp, la non stimulation de 
l’activité ATPase dans des vésicules de membrane en présence de ce peptide et la non 
modification de la vitesse d’efflux de la Pira en présence de ce peptide.    
En ce qui concerne la toxicité du peptide Aβ42 il est pleinement accepté que cele-ci 
est liée à son insertion dans les membranes et la formation de « pores » qui dérégulent les 
concentrations ioniques au niveau celulaire (Arispe et al, 1993, 1994 et 2007 ; Kawahara and 
Kuroda, 2000 ; Lin et al, 2001 ; Sepulveda et al, 2010). On peut spéculer que lors de cete 
insertion il y existerait un « contact » avec la P-gp ou une déstabilisation des membranes 
conduisant à une stimulation de l’activité ATPase sans pour autant qu’il y ait transport. Cete 
remarque est justifiée par la dissertation d’Ohtsuki et colaborateurs (2010) sur l’hypothèse 
d’un transport du peptide amyloïde par la P-gp. Les auteurs proposent trois alternatives : i) le 
peptide est transporté par la P-gp, i) le peptide interagit avec la P-gp sans être transporté par 
cele-ci et ii) la P-gp n’interagit et/ou ne transporte que des produits de dégradation de Aβ. 
(Ohtsuki et al, 2010). 
Les observations présentées par Poojari et colaborateurs (2013) concernant l’insertion 
des formes de petite taile ainsi que des oligomères du polypeptide amyloïde de l’îlot de 
Langerhans (hIAPP, de l’anglais Human Islet Amyloid Polypeptide) dans des monocouches et 
des bicouches lipidiques (Figure 39),  et la déstabilisation de l’intégrité membranaire 
entraînée par cete insertion (Poojari et al, 2013) vont dans le même sens de la proposition 
concernant la formation de canaux par le peptide amyloïde et aussi de l’hypothèse d’une 




Figure 39. Structures stables du polypeptide amyloïde de l’îlot humain (hIAPP) dans des 
monocouches et des bicouches composées de dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) suite à 
des simulations de dynamique moléculaire D’après Poojari et al, 2013 
 
Ces considérations s’appuyant d’une part sur la bibliographie,  et d’autre part sur le 
fait de ne pas avoir observé une modification de l’activité ATPase de la P-gp en présence du 
peptide Aβ42, nous amènent à douter de l’idée d’eflux de Aβ par la P-gp. En raison de ces 
observations, d’autres expériences ont été faites par la suite. 
Comme tous les autres systèmes hétérotrophes, les celules nécessitent des substrats 
organiques carbonés pour sa croissance et son développement, utilisant des acides aminés, des 
acides gras et des hydrates de carbone afin d’obtenir de l’énergie. Dans des conditions 
physiologiques, la majeure partie de cete énergie est obtenue à partir du métabolisme du 
glucose par la voie d’Embden-Meyerhof mais aussi via la chaîne de transport des électrons 
dans la mitochondrie, et est stocké sous forme d’ATP. Or, si ces voies sont inhibées in vitro 
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par l’élimination du glucose disponible dans le milieu celulaire et par l’utilisation de NaN3 
respectivement, les celules n’auront pas l’énergie nécessaire pour assurer son fonctionnement 
en termes des réactions celulaires dépendantes de l’ATP. Si on rapproche ces conditions à 
l’activité d’efflux menée par la P-gp, ce traitement permet d’arrêter le transport des substrats. 
Afin d’approfondir notre étude et compte tenu de notre observation montrant que la 
stimulation de l’activité ATPase en présence du peptide Aβ42 n’était pas diférente de cele 
provoquée le solvant du peptide,  des expériences sur des celules vivantes surexprimant de 
manière stable la P-gp (lignée K562/ADR) ont été efectuées afin de mesurer la vitesse 
d’eflux d’un substrat connu de cete protéine, la Pirarubicine, en présence de Aβ42. Il a été 
montré que les substrats bona fides de la P-gp peuvent entrer en compétition avec d’autres 
substrats lors des expériences menées dans de vésicules de membrane ainsi que dans des 
proteoliposomes (Doige and Sharom, 1992). Nous avons observé qu’aux concentrations de 
peptide utilisées, aucune modulation de la vitesse d’eflux de la Pira statistiquement 
significative n’a pas été observée lors de nos essais. Or, ces résultats ont atiré notre atention, 
non seulement parce qu’ils contredisent la stimulation de l’activité ATPase en présence de 
Aβ42 observée par Lam et colaborateurs mais, en même temps, ils renforcent les 
considérations moléculaires déjà faites sur les possibilités d’un non transport de Aβ42 par la 
P-gp.  
Parmi les critères définis pour qu’une molécule puisse être substrat de la P-gp, figure 
celui de la taile. De fait, les substrats identifiés de ce transporteur ont un poids moléculaire 
qui varie entre 200 et 1900 Da (tableau VI). La taile de la Pira est de 627 Da. Par aileurs, 
mis à part les quelques peptides synthétiques de petite taile qui ont été identifiés comme des 
substrats de la P-gp (Sarkadi et al, 1994 ; Sharom et al, 1995, 1996 et 1998 ; Oude Elferink 
and Zadina, 2001 ; Eytan et al, 1994), aucun peptide appartenant au milieu celulaire n’a été 
caractérisé comme tel. Donc, l’absence de modifications de la vitesse d’efflux de la Pira ne 
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peut pas s’avérer comme surprenante. Il est en efet, dificile de penser qu’un peptide de 4 
kDa de taile et 42 acides aminés dans sa forme monomérique (sans exclure les grands 
agrégats qui pouraient se former dans un milieu éminemment aqueux tel que le cytoplasme 
dans le cas d’une entrée du peptide à la celule) puisse être transporté par la P-gp. Cet aspect 
portant sur la taile de la molécule susceptible d’être transportée, a été évoqué dans certains 
travaux de recherche. Sharom et colaborateurs (1996) ont fait une étude de l’effet des 
peptides synthétiques de la série NAc-(Leu)n-Tyr-amide sur le transport de la colchicine par la 
P-gp. D’après leurs observations, l’interaction avec la P-gp est maximale lorsque la taile du 
peptide ateint trois acides aminés (peptide NAc-(Leu)2-Tyr-amide) et une diminution est 
observée quand cete taile augmente (peptides NAc-(Leu)3-Tyr-amide versus NAc-(Leu)5-Tyr-
amide). Ces observations concernant la taile des peptides sont confirmées par Russ et 
colaborateurs (Russ et al, 1998) dans leur évaluation de la contribution de la P-gp au 
transport de deux peptides antigéniques synthétiques de 9 acides aminés et typiquement 
hydrophobes (peptides Leu-Tyr-Gln-(Asn)2-Gly-Thr-Tyr-Val et Thr-Tyr-Asn-Arg-Thr-Ala-
Arg-Leu-Val). Ces auteurs n’ont observé aucun transport de ces peptides, malgré la 
surexpression de la P-gp (Russ et al, 1998). 
Un travail publié par Loo et Clarke en 2001 porte sur la détermination des dimensions 
du domaine de fixation des substrats de la P-gp humaine (Loo and Clarke, 2001). Ce travail a 
été efectué dans la lignée HEK 293 exprimant la P-gp. L’idée était d’évaluer si de diférentes 
cross-linkers de méthane thiol sulfonât avec des diamètres variables pouvaient interagir avec 
la P-gp. Les auteurs ont trouvé une stimulation de l’activité ATPase de la P-gp en présence de 
ces composés, suggérant que les molécules testées étaient eles-mêmes des substrats de la P-
gp. Par aileurs, les niveaux de stimulation de cete activité se sont avérés diférents. Les 
diférences observées dans cete stimulation de l’activité ATPase du transporteur ont été 
atribuées aux tailes des cross-linkers (Loo and Clarke, 2001). 
120 
 
Les auteurs aboutissent à la proposition d’un modèle dans lequel le domaine d’union 
aux substrats de la P-gp est représenté sous la forme d’un entonnoir, avec la partie la plus 
étroite vers le côté cytosol et la partie plus large vers le milieu extracelulaire. La distance des 
deux parties est de 9 – 25 Å pour la partie étroite et de 50 Å pour la plus large (Figure 40). La 
taile des substrats est tele que ceux-ci peuvent s’adapter à la taile de l’entonnoir. La région 
avec un diamètre de 9 – 25 Å a été désignée comme cele qui a plus d’affinité pour le substrat, 
tandis que la région de 50 Å de diamètre serait d’une faible afinité pour les substrats et 
pourtant associée à la libération de celui-ci vers le milieu extracelulaire (Ambudkar et al, 
2006). Ces dimensions sont compatibles avec l’étude de Sauna et colaborateurs (2004), où 
des formes homodimères de stipiamide, un antibiotique ayant des activités contre le virus 
d’immunodéficience humaine et les infections par champignons, mais aussi comme reverseur 
de la résistance aux médicaments des celules cancéreuses (Andrus and Lepore, 1997) ont été 
liées à des éthers de polyéthylène glycol donnant lieu à des molécules de longueurs 
comprises entre 3 Å et 50 Å (Sauna et al, 2004). Les auteurs ont reporté une stimulation de 







Figure 40. Représentation schématique de la poche d’union de substrats à la P-gp. Les 
dimensions mentionnées ont été obtenues à partir des données de Sauna et al, 2004 et Loo 
and Clarke, 2001. Trois exemples de molécules pouvant interagir avec se site sont 
mentionnées : le vérapamil et la rhodamine 123 (en rouge) ont une faible afinité pour le site, 
tandis que le TMEA (Tris-(2-maleimidoethyl) amine) a une forte afinité. 
 
Ces observations donnent des informations importantes sur les dimensions du site actif 
de la P-gp et peuvent être utilisés pour renforcer les arguments qui vont à l’encontre de la 
proposition du transport de Aβ par la P-gp. Si l’on considère que les agrégats formés par le 
peptide Aβ au sein des neurones peuvent ateindre une taile supérieure à 50 Å (Morgado and 
Fändrich, 2011), il est dificile de penser qu’une molécule de cete taile puisse s’accommoder 
dans un site dont les dimensions viennent d’être décrites. Il en est de même pour les autres 
intermédiaires de la voie d’agrégation du peptide amyloïde. Pour des formes non agrégées, la 
structure secondaire prédominante est cele de type hélice alpha. Dans cete conformation, les 
acides aminés sont distribués de façon qu’il y ait environ 3,6 résidus par tour d’hélice. Pour 
une forme monomère de Aβ42, avec 42 acides aminés, il se trouve qu’il formerait une hélice 
alpha de 11,7 tour (42 acides aminés divisés par 3,6 acides aminés/tour). Il est connu que 
chaque tour d’une hélice alpha est séparée de l’autre par une distance de 5,4 Å. Dans le cas 
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d’une hélice alpha de Aβ42 de 11,7 tours, la longueur de cete hélice serait d’environ 63 Å. 
Concernant les protofibriles et les fibriles, les diamètres associés à ces formes sont de 50 et 
100 Å respectivement (Roychaudhuri et al, 2009). Il apparaît que dans tous les cas 
l’ajustement de Aβ au site actif de la P-gp paraît hautement improbable. 
Il a également été proposé qu’une molécule pouvant être un substrat de la P-gp devait 
être électriquement neutre ou à défaut chargé positivement. Sur ce point, il est intéressant de 
signaler que dans la séquence de Aβ42 il y des acides aminés comportant des chaînes latérales 
ionisées ou non en fonction du pH. Ainsi, 6 résidus sont chargés négativement à pH 
physiologique: Asp1, Glu3, Asp7, Glu11, Glu22 et Asp23.  Par aileurs, 3 résidus sont chargés 
positivement au même pH : Arg5, Lys16 et Lys28 (Les indices indiquent la position des acides 
aminés dans la séquence de Aβ42). Etant donné que le pKa de la chaîne latérale de l’Histidine 
est de 6, les résidus de cet acide aminé situés dans les positions 6, 13 et 14 sont neutres à pH 
physiologique. Tout cela, donne une charge nete négative de -3 au peptide Aβ42 à pH 7,4. 
Cete observation constitue une raison supplémentaire pour metre en doute l’éventuel 
transport de Aβ42 par la P-gp. 
D’après les résultats de nombreux travaux de recherche, la mort neuronale observée 
lors de la maladie d’Alzheimer semble être le résultat direct des effets toxiques déclenchés par 
le peptide Aβ (Dahlgren et al, 2002 ; Deshpande et al, 2006 ; Hung et al, 2008). Ces résultats 
peuvent être compliqués à interpréter , notamment en raison des diférentes préparations du 
peptide utilisées, la forme utilisée de cele-ci (Aβ 1-40 vs Aβ 1-42 vs Aβ 25-35 et ses 
séquences inverses), la conformation moléculaire (monomérique, dimérique, oligomérique, 
etc) liée directement au protocole de solubilisation employé lors des expérimentations, les 
concentrations testées (qui vont de l’ordre de nM jusqu’à µM), les lignées celulaires utilisées 
pour évaluer la toxicité et le temps d’incubation de ces celules avec le peptide amyloïde. 
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D’où l’importance d’établir les conditions optimales de travail afin de ne pas ariver à des 
interprétations erronées des résultats. 
Les essais de toxicité du peptide Aβ42 sur les lignées celulaires K562 et K562/ADR 
utilisés pendant cete thèse ont apporté non seulement des informations sur la 
« fonctionnalité des préparations» du peptide mais ont permis aussi d’avoir une autre 
approche sur la question centrale du travail : le peptide Aβ est-il pris en charge par la P-gp ? 
L’absence de diférences significatives de toxicité entre les deux lignées celulaires nous 
amènent aussi à douter du rôle possible de la P-gp dans l’eflux de Aβ, puisque la 
surexpression (lignée celulaire K562/ADR) ou non de cete protéine (lignée celulaire K562) 
semble ne pas être important pour la « protection » des celules vis-à-vis de la mort entraînée 
par Aβ42, contrairement à ce qu’on devrait atendre : une diminution de la toxicité dans la 
lignée K562/ADR, qui se traduirait par un pourcentage majeur de survie celulaire ou un 
faible pourcentage de mort celulaire, par rapport à la lignée K562. 
Bien que ce seul critère soit insufisant pour extraire des conclusions définitives, 
l’information que celui-ci apporte n’est pas négligeable et il est important de signaler que, 
parmi les travaux consultés sur le transport du peptide Aβ par la P-gp, l’utilisation de cete 
approche expérimentale ne figure pas. Or, cela constitue un des apports importants de cete 
thèse. 
Nos résultats de toxicité du peptide Aβ42 sur les lignées celulaires K562 et 
K562/ADR metent en doute les travaux où l’expression de la P-gp et d’autres transporteurs 
ABC a été corélée avec la présence des lésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. A 
ce titre, Vogelgesang et colaborateurs (2002) ont trouvé une corélation inverse entre les 
niveaux d’expression de la P-gp et la présence des plaques séniles dans le lobe temporal des 
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sujets âgés entre 50 et 91 ans, suggérant que ce fait peut influencer l’élimination du peptide 
Aβ (Vogelgesang et al, 2002). 
Dans cete même lignée, Jeynes et Provias (2011) reportent une corélation négative 
entre la présence des plaques séniles, les dégénérescences néurofibrilaires et l’expression de 
la P-gp dans des capilaires cérébraux de 10 patients ateints de la maladie d’Alzheimer 
(Jeynes and Provias (2011), proposant aussi un lien entre les lésions et l’expression du 
transporteur. 
Une autre étude publiée par Brenn et colaborateurs (2011) montre une diminution de 
l’expression de l’ARN messager (ARNm) de la P-gp dans des souris traitées avec le peptide 
Aβ42 (Brenn et al, 2011). Cete diminution a aussi été étendue aux récepteurs LRP-1 et 
RAGE (Brenn et al, 2011). Les auteurs proposent que le peptide Aβ régule l’expression des 
transporteurs. 
Malgré tout, il n’est pas possible d’établir une corrélation entre les niveaux 
d’expression de l’ARNm et de la P-gp et le transport du peptide amyloïde. De façon générale, 
en raison des processus biologiques afectant l’ARNm tels que l’épissage,  ainsi que la 
régulation et les modifications liées à la traduction peuvent affecter la quantité d’ARN et des 
protéines à diférents niveaux (Guo et al, 2008). 
    
6.5.2.- Toxicité du peptide Aβ42 
Les avances, depuis ces dernières années, dans la recherche sur l’étiologie de la 
maladie d’Alzheimer, ont permis d’identifier des acteurs moléculaires et des événements 
nécessaires pour le développement de cete maladie. Ainsi, il s’est avéré que les plaques 
amyloïdes observées dans les coupes cérébrales issues de patients ateints par la maladie 
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n’étaient pas les responsables de la mort neuronale. L’intérêt s’est alors centré sur les voies 
d’agrégation du peptide Aβ et sur la contribution des intermédiaires aux événements 
pathologiques. Parmi ces intermédiaires, pendant des années, les formes monomères de Aβ 
ont été considérées comme les plus toxiques. Cependant, de nos jours, il est accepté que ce 
soient les formes oligomères et non les formes monomères qui jouent un rôle prépondérant au 
niveau des efets toxiques de Aβ. 
La liaison entre les manifestations cliniques de la maladie d’Alzheimer, parmi 
lesqueles la perte de mémoire, et l’identification des acteurs moléculaires ont abouti à la 
proposition selon laquele les oligomères de Aβ exerceraient leur toxicité via une union aux 
synapses neuronales, modifiant par voie de conséquence leur forme, taile et composition 
(Lacor et al, 2007 ; Gong et al, 2004 ; Lacor et al, 2004). Ainsi, la perte des synapses est le 
fait le mieux corélé à la diminution des habilités cognitives chez les patients ateint par cete 
maladie (Palop and Mucke, 2010 ; Klyubin et al, 2012). 
A ce stade une question importante se pose: comment les oligomères de Aβ sont-ils 
toxiques pour les neurones ?  Pour  répondre à cete question trois hypothèses ont été 
formulées : 
• Les oligomères de Aβ interagissent avec les membranes, induisant, par 
exemple, la formation de pores. 
• Les oligomères de Aβ exercent leurs efets toxiques depuis l’intérieur du 
neurone. 
• Les oligomères de Aβ se lient à des sites spécifiques de la surface neuronale 
déclenchant des efets toxiques. 
L’hypothèse de la formation des pores, lors de l’interaction de Aβ avec les 
membranes, est présentée dans le chapitre 3, section 3.1. Un certain nombre de faits 
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expérimentaux suggèrent que ces pores permetent le passage de diférents ions à travers la 
membrane. Dans ce contexte, mis à part les ions admis par les pores de Aβ (chapitre 3, section 
3.1), la possibilité du passage des ions chlorure (Cl-) à travers ces pores a été évoquée par 
Arispe et colaborateurs (Arispe et al, 1993) et confirmé quelques années plus tard par Miceli 
et colaborateurs (Miceli et al, 2004). 
Lors de notre étude sur la variation des certains paramètres celulaires modifiés par la 
présence du peptide Aβ42, une variation de la concentration intracelulaire des ions chlorure  
([Cl-]i) dans la lignée celulaire neuronale SH-SY5Y a été observée. Cete augmentation 
d’environ 31% de la concentration de  [Cl-]i dans les celules traitées avec 0,5 µM de Aβ42 
par rapport aux celules non traitées (105 ± 9 mM Cl- et 80 ± 6 mM Cl- respectivement) 
« semblerait » être en accord avec le passage de ces ions à travers les canaux formés par 
Aβ42, compte tenu que l’hypothèse des canaux est pleinement acceptée de nos jours et que 
ces canaux ne sont pas spécifiques quant au passage des ions. Cependant, la seule observation 
de cete augmentation ne sufit pas pour assurer cete proposition, et d’autres types 
d’expériences seront nécessaires afin de la confirmer. Par aileurs, l’interaction de Aβ42 avec 
la membrane plasmique pourait entrainer une modification dans l’environnement lipidique 
des transporteurs impliqués, directe ou indirectement dans la régulation de la concentration 
intracelulaire de chlorure. Une augmentation de la concentration intracelulaire en ion 
chlorure a également été observée par Zhang et colaborateurs dans des neurones en culture 
issus d’hippocampe de rat traités avec une concentration de 10 nM de peptide Aβ(25-35). Ces 
auteurs observent une augmentation de [Cl-]i d’environ un facteur 3 dans les celules traitées 




En raison de l’importance accordée aux ions Cl- pour la régulation de certains 
processus celulaires, les paragraphes qui suivent sont dédiés à exposer l’importance de ces 
ions et son lien avec la maladie d’Alzheimer. 
Dans les celules, il existe une distribution diférentiele des anions à travers la 
membrane. Au niveau intracelulaire, les anions les plus nombreux sont des molécules 
organiques chargées négativement, teles que des acides aminés, des protéines et des acides 
nucléiques ; tandis qu’au niveau extracelulaire, c’est l’anion inorganique Cl- (Ben-Ari, 2002). 
Cete accumulation des anions organiques au niveau intracelulaire est équilibrée avec la 
maintenance d’une distribution inégale des autres ions, dont le chlorure. De cete façon, la 
celule arrive à réguler l’osmolarité, une des nécessités pour assurer la survie celulaire 
(Friedrich et al, 2006). 
Dans les neurones présents dans le cerveau d’un adulte, mais aussi dans d’autres types 
celulaires, la concentration en chlorure intracelulaire est maintenue à des niveaux constants 
grâce à l’expression de cotransporteurs de cations/chlorure (CCCs). Les deux CCCs les plus 
importants au niveau neuronal sont : i) le co-transporteur sodium-potassium-chlorure-1 
(NKCC1), qui génère une augmentation de [Cl]i et, i) le co-transporteur potassium-chlorure-
2 (KCC2), responsable de la sortie des ions Cl- (Ben-Ari, 2002 ; Chamma et al, 2012). Les 
CCCs font face aux flux de Cl- qui sont transportés par des canaux et qui ont tendance à 
dissiper le gradient électrochimique transmembranaire du Cl- (Blaesse et al, 2009). Des 
variations de [Cl-]i, même si celes-ci sont faibles, entraînent des variations du volume 
neuronal qui peuvent être à l’origine de la mort celulaire. Ces variations peuvent également 
causer l’altération de l’activité synaptique. 
Dans le contexte de cete dernière idée, l’équilibre entre les processus d’excitation et 
d’inhibition neuronale est absolument nécessaire. Chez les mammifères adultes, la principale 
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source d’inhibition de l’activité neuronale est l’acide γ-amine-butyrique (GABA) tandis que le 
principal neurotransmeteur excitateur est le glutamate utilisé par les synapses (Ben-Ari, 
2002). Pour ces deux neurotransmeteurs, il existe des récepteurs spécifiques dans le neurone. 
Dans les neurones des adultes, [Cl-]i est faible, et le potentiel électrochimique 
d’équilibre pour cet ion (ECl) a une valeur d’environ -75 mV. Cete valeur est très proche à 
celle du potentiel membranaire de repos (Erepos, environ -65 mV). Dans ces conditions, ECl est 
plus négatif que Erepos, et une entrée des ions Cl- a lieu en réponse à GABA. L’intérieur 
neuronal, étant plus négatif suite à cete entrée, le potentiel membranaire est aussi plus 
négatif. Cela est à l’origine d’une hyperpolarisation entraînant l’inhibition des potentiels 
d’action. Comme résultat, le neurone entre dans une phase de repos. 
A ce stade, et en accord avec nos résultats qui montrent une augmentation de [Cl-]i, il 
est possible de suggérer que si cete augmentation est forte et maintenue, l’inhibition des 
potentiels d’action serait prolongée et par conséquent les synapses se veraient modifiées, 
altérant l’activité neuronale pouvant contribuer à la mort celulaire observée lors de la maladie 
d’Alzheimer. 
Concernant le neurotransmeteur glutamate (Glu), dans des conditions physiologiques, 
ce neurotransmeteur stimule des récepteurs iontropiques présents dans les membranes 
neuronales, causant l’entrée des cations ; principalement K+, Na+ et Ca2+. L’entrée de ces 
cations rend moins négatif (ou plus positif) le potentiel membranaire. Contrairement à ce qui a 
été déjà décrit pour le GABA, ceci entraîne une dépolarisation pouvant être le déclencheur de 
potentiels d’action, excitant les neurones. 
De façon intéressante, Zhang et colaborateurs ont observé une diminution de la 
viabilité des neurones d’hippocampe de rat traités avec 10 nM de Aβ(25-35) et exposés 
pendant 10 minutes à une concentration de 10 µM de glutamate par rapport aux celules sans 
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aucun traitement. D’autre part, si les neurones étaient cultivés en présence de Aβ(25-35), mais 
dans un milieu pauvre en chlorure, aucun efet de l’exposition ultérieure au glutamate n’était 
observée (Zhang et al, 2006). Ces résultats suggèrent deux choses : i) la toxicité du glutamate 
induite par Aβ(25-35) dépend de [Cl-]i, et i) une faible valeur de [Cl-]i peut protéger les 
neurones des efets du glutamate (Zhang et al, 2006). 
D’après les idées qui ont été présentées, une augmentation de [Cl-]i pourait entraîner 
deux efets : i) une dérégulation du volume neuronal suite à l’entrée osmotique d’eau, et, i) 
une stimulation cytotoxique des récepteurs du glutamate par ce neurotransmeteur. Si ces deux 
efets sont synergétiques ou non et si chacun des efets est suffisant pour produire la mort 
neuronale, est, à ce jour, méconnu. Etant donnée l’importance des ions chlorure dans la 
physiologie neuronale, des travaux de recherche dans ce sens s’avèrent donc nécessaires. 
Dans le cadre de la variation de certains paramètres physiologiques liée à l’interaction 
de Aβ42 avec les celules, l’intérêt s’est aussi porté sur le potentiel de la membrane 
mitochondriale (Ψmit). Afin de comprendre l’importance du bon fonctionnement de la 
mitochondrie, une explication générale sur les principaux processus faisant intervenir cet 
organite sera d’abord présentée, suivi du lien entre les résultats expérimentaux obtenus lors de 
la mesure du Ψmit et le fonctionnement de la mitochondrie. 
D’après la description présentée dans le chapitre 3 (section 3.2.2), la génération d’ATP 
dans la mitochondrie est accomplie grâce à l’utilisation de la force proton-motrice (∆p). Cete 
force résulte d’une combinaison du potentiel membranaire mitochondrial (Ψmit) et du gradient 
de pH produit par le gradient de concentration de protons (H+) (∆pHmit) lors du transport 
d’électrons au niveau de la chaine respiratoire. Ces facteurs participent au contrôle du 
métabolisme énergétique mitochondrial, l’homéostasie des ions intracelulaires et la mort 
celulaire. Concrètement, le composant Ψmit pourvoit le gradient électrique nécessaire pour la 
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séquestration mitochondriale des ions Ca2+ et la production de ROS; étant de cete façon un 
régulateur de la viabilité celulaire, vue l’importance du Ca2+ dans le développement de 
nombreux processus celulaires (Nichols and Ward, 2000 ; Pery et al, 2011). Nos résultats 
montrent une modification du Ψmit dans les celules neuronales incubées en présence du 
peptide Aβ42. Cete modification peut être à l’origine d’une production majeure des ROS 
mais aussi d’une augmentation de la concentration intracelulaire de calcium ([Ca2+]i), suite à 
la libération du Ca2+ contenu dans la mitochondrie. Une augmentation de [Ca2+]i altère les 
voies de signalisation où cet ion joue un rôle prépondérant mais modifie aussi le balance 
électrique dans le neurone, deux facteurs nécessaires pour la transmission de l’information au 
sein du SNC. Ces altérations peuvent conduire à la mort du neurone. De plus, si Ψmit est 
modifié, ∆p le sera aussi par la suite. Par conséquent, la production de l’ATP nécessaire pour 
le bon fonctionnement du neurone se voit modifiée, conduisant à la mort celulaire par 
nécrose (Duchen, 2005). 
L’ensemble de ces résultats, à savoir, l’augmentation de la [Cl-]i et la modification du 
Ψmit, suggèrent que ces événements peuvent être induits par le peptide Aβ42. Il reste à savoir 
quele est la contribution réele de ces deux paramètres dans la mort neuronale observée lors 
de la maladie d’Alzheimer, cete connaissance pourait ouvrir des portes pour la conception 






Chapitre 7 : Modulation 
de l’efflux de la 
Pirarubicine par des 
molécules susceptibles 
d’inhiber le 








En chimiothérapie, un problème extrêmement important est de comprendre comment 
les celules tumorales deviennent résistantes aux médicaments utilisés lors du traitement. Au 
moins deux classes de résistance peuvent être définies : 
• La résistance intrinsèque, c’est-à-dire, cele qui amène les tumeurs et/ou les 
microorganismes à ne pas répondre, dès le début du traitement, aux diférents 
médicaments. 
• La résistance acquise : les celules répondent positivement au traitement initial mais 
deviennent résistantes à mesure que ce même traitement se prolonge. Dans ce cas, les 
celules deviennent résistantes non seulement au médicament utilisé initialement mais 
également à d’autres n’ayant aucune relation ni de structure, ni de 
propriété cytotoxiques. C’est ce qu’on appele la résistance multiple aux médicaments 
(MDR pour Multidrug resistance). Les celules qui la développent présentent une série 
de caractéristiques communes (Simon and Schindler, 1994 ; Teodori et al, 2000): 
1. Une réduction de l’accumulation intracelulaire des diférents médicaments censés 
être cytotoxiques. 
2. Une variation de l’activité et/ou de l’expression de protéines celulaires teles que P-
gp, MRP (pour MDR-associated protein), glutathion S-transférase, protéine kinase C 
(PKC), topo isomérase I, etc. 
3. Une altération de la physiologie celulaire entraînant des changements de la structure 
de la membrane plasmique, du pH du cytosol, de la structure des lysosomes, etc. 
Ces caractéristiques, obtenues à partir des observations, ont débouché à la proposition 
de nombreux modèles visant à expliquer le phénomène de la résistance multiple aux 
médicaments. Le but de cete section n’étant pas de tous les décrire, nous conseilons au 
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lecteur de consulter l’article de revue de Simon et Schindler (1994). Cependant, nous retenons 
pour cete partie le modèle de l’efflux actif des médicaments utilisant l’énergie provenant de 
l’hydrolyse de l’ATP et dans lequel un rôle primordial a été atribué à la P-gp et à d’autres 
protéines similaires. L’identification du transporteur P-gp, comme l’un des responsables de la 
résistance, a ouvert le champ d’étude à une ample variété de molécules afin de déterminer 
queles étaient les caractéristiques propres aux molécules, d’une part pouvant être transportées 
ou, d’autre part, exercer un efet modulateur sur son activité. Cela a contribué à proposer des 
stratégies afin de cibler cete activité d’eflux. De nombreuses molécules ont donc été 
proposées afin d’inhiber l’eflux des médicaments par la P-gp et augmenter la biodisponibilité 
des médicaments, rendant finalement plus eficace les chimiothérapies. 
Il est possible d’inhiber l’activité de la P-gp via 3 mécanismes (Amin, 2013) : 
1. Le blocage du site auquel le médicament s’unit en tant que substrat. Ceci est 
possible en administrant en même temps que le médicament, des inhibiteurs 
qui auront plus d’afinité pour ce site que le médicament lui-même (voir 
Figure 41). 
2. Le blocage de l’hydrolyse d’ATP, événement nécessaire pour l’eflux de la 
drogue. 





Figure 41. Deux façons d’inhiber l’eflux de médicaments par la P-gp : la coadministration 
du médicament avec des inhibiteurs compétitifs ou non compétitif. Le médicament est 
représenté avec des cercles bleus, l’inhibiteur compétitif avec des triangles violet et 
l’inhibiteur non compétitif avec des rhombes noirs. D’après Amin, 2013. 
 
 Dans ce contexte, la conception des molécules inhibitrices est la stratégie la plus 
étudiée et a mené à caractériser trois générations d’inhibiteurs en fonction de sa toxicité, son 
afinité et sa spécificité (Amin, 2013 ; Teodori et al, 2002 ; Krishna and Mayer, 2000 ; 
Szacacs et al, 2006 ; Thomas et al, 2003): 
a. Les modulateurs de première génération sont généralement utilisés pour traiter 
des maladies spécifiques mais en même temps montrent un efet inhibiteur sur 
la P-gp. Dans ce groupe se trouvent le vérapamil, un inhibiteur des canaux 
calciques (Tsuruo et al, 1981), la nicardipine, la nifédipine et le diltiazem 
(Tsuruo et al, 1983). Cependant l’utilisation de ces inhibiteurs est limitée par 
leurs efets secondaires. 
b. Les modulateurs de deuxième génération sont de nouveles molécules 
synthétisées afin d’obtenir une meileure afinité pour la P-gp ainsi qu’une 
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toxicité réduite par rapport à ceux de première génération. On peut citer dans 
ce groupe les analogues du vérapamil : dexvérapamil, emopamil, galopamil et 
bien d’autres. Cependant, malgré l’amélioration de l’afinité de l’inhibiteur 
pour la P-gp, le problème de sa spécificité pour ce transporteur demeure. 
c. Les inhibiteurs de troisième génération sont développés suite à des études de 
relation structure-activité par des approches de synthèse chimique. Ils exhibent 
une grande spécificité, une faible toxicité et il est possible de les utiliser à des 
concentrations de l’ordre des nanomolaire. 
Dans ce contexte, paralèlement aux études sur la modification des paramètres 
physiologiques induites par Aβ42 et la vérification expérimentale des diférentes critères, 
souvent employés pour définir une molécule comme substrat de la P-gp, une étude portant sur 
l’efet d’une série des molécules, dérivées du vérapamil, synthétisées suivant le critère 
structure-activité sur l’inhibition de l’eflux de la Pirarubicine, a été efectuée en colaboration 
avec le groupe de recherche du Professeur Elisabeta Teodori du Département des Sciences 
Pharmaceutiques de l’Université de Florence (Italie) (Orlandi et al, 2013). Ces inhibiteurs ont 
été synthétisés par ce groupe suite à des données expérimentales obtenues à partir de travaux 
précédents publiés par ce même groupe. Nous avons étudié la capacité de chacune de ces 
nouveles molécules synthétiques à inhiber l’eflux de la Pira. 
L’intérêt dans la réalisation de cete étude est lié au fait que la BHE est le principal 
obstacle pour le développement de médicaments dirigés vers le système nerveux central 
(SNC). La maladie d’Alzheimer étant une pathologie qui afecte ce système, des eforts ont 
été faits afin de concevoir des traitements eficaces. Ainsi, des traitements ont été conçus pour 
cibler certains acteurs moléculaires à l’origine de cete maladie : i) réduction de la production 
de Aβ via, par exemple, l’inhibition des β et γ sécrétasses (Pardridge, 2009 ; Ghosh et al, 
2010); i) augmentation de l’élimination de Aβ au sein de la BHE (Citron, 2010) ; ii) 
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synthèse de petites molécules pouvant empêcher les interactions Aβ-Aβ (Citron, 2010). Le 
principal problème associé à ces stratégies est le passage de ces molécules à travers la BHE. 
Parmi les molécules de petite taile, c’est-à-dire de poids moléculaire souvent inférieur 
à 400 Da, conçues pour le traitement des maladies du SNC, plus de 98% ne peuvent pas 
traverser la BHE. Il en est de même pour la presque totalité des grandes molécules obtenues 
par biotechnologie (Pardridge, 2009). Ces résultats inquiétants sont principalement dus à la 
perméabilité très restreinte de la BHE ainsi qu’aux mécanismes d’élimination des substances, 
parmi lesquels se trouvent des pompes d’efflux, dont la P-gp. 
De nombreuses stratégies sont étudiées de nos jours afin d’améliorer les 
caractéristiques de ces molécules, visant à les rendre capables de traverser la BHE: synthèse 
de molécules avec un poids moléculaire inférieur à 400 Da, ayant peu de groupes polaires et 
une lipophilie plus grande. Ces modifications contribuent au passage des molécules mais 
génère d’autres contraintes. L’une d’entre eles est la perte de l’efet dans le CNS pour lequel 
la molécule a été conçue. Une autre, et peut être la plus importante, est que l’augmentation de 
la lipophilie peut faire que la molécule soit un substrat de la P-gp et par conséquent soit 
efluée vers le sang, n’ateignant pas sa cible (Gabathuler, 2010). 
Dans ce contexte, l’inhibition de la P-gp est une des stratégies proposées afin de 
rendre plus « perméantes » les molécules à but thérapeutique pour le traitement des maladies 
au niveau du CNS. Ainsi, dans cete partie du travail nous nous sommes impliqués dans 







Basés sur des travaux précédents, l’équipe du Professeur Teodori a synthétisé des 
dérivés du vérapamil dans lesquels la partie N,N-bis(cyclehexanol)amine est conservée mais 
est, cete fois, couplée à des groupes fonctionnels qui rendent la molécule moins flexible et 
par conséquent plus rigide, permetant ainsi de renforcer l’interaction des inhibiteurs avec la 
P-gp. Cete série d’inhibiteurs comporte une estérification  de la partie N,N-
bis(cyclohexanol)amine avec diférents acides. L’estérification est à l’origine de 4 isomères 
géométriques : i) cis/trans, i) trans/trans, ii) cis/cis et iv) trans/cis (tableau VII). Suite à ces 
réactions d’estérification, dans un premier temps, quatre séries de composés ont été obtenus 
par l’équipe du professeur Teodori (séries 2 à 5, figure 42) à partir de la variation des 
groupements du composé modèle de la série 1 ; chacune d’entre eles ayant les quatre 







Figure 42. L’estérification avec diférents acides de la partie N,N-bis(cyclehexanol)amine de 
la molécule modèle de la série 1 est à l’origine des séries 2 à 5. Les endroits de la molécule, 
où les substitutions ont été faites sont indiqués Ar1 et Ar2. Pour toutes les séries, le 
groupement se trouvant à gauche occupe la position Ar1 tandis que celui situé à droite occupe 
la position Ar2. Diférentes couleurs ont été utilisées pour encadrer les groupements afin de 
faciliter la compréhension des endroits de la molécule où les substitutions ont été faites. 
 
En fonction des résultats obtenus pour ces quatre premières séries, l’équipe du 
professeur Teodori a procédé à la synthèse d’une nouvele série de composés à partir de 





Figure 43. L’estérification avec diférents de la partie N,N-bis(cyclehexanol)amine de la 
molécule modèle de la série 5 est à l’origine des séries 6 et 7. Les endroits de la molécule où 
les substitutions ont été faites sont indiqués Ar1 et Ar2. Pour les deux séries, le groupement se 
trouvant à gauche occupe la position Ar1 tandis que celui situé à droite occupe la position 
Ar2. Diférentes couleurs ont été utilisées pour encadrer les groupements afin de faciliter la 
compréhension des parties de la molécule où les substitutions ont été faites. 
 
Diférentes combinaisons ont été aussi obtenues. L’efet de ces modifications ainsi que 
l’impact de la stéréo-isomérie sur la capacité de chaque molécule à inhiber l’eflux de la Pira 
par la P-gp ont été étudiés. Cete activité inhibitrice a été étudiée en fonction de 
concentrations croissantes des diférents inhibiteurs, la concentration du substrat Pira étant 
toujours la même. 
Les expériences ont été réalisées sur des celules de la lignée K562/ADR sur-
exprimant la P-gp. Les mesures de fluorescence ont été réalisées de la façon suivante : 
Les celules, placées dans une cuvete de quartz de 1 cm2 de section et à une 
concentration de 1 × 106 celules/ml, sont incubées dans du tampon HEPES/Na+ avec 5 mM 
de glucose, sous agitation à une température de 37°C. A t = 0, une concentration CT de Pira    
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(1 µM) est rapidement ajoutée et le signal fluorescent est alors Fo. L'incorporation de la 
drogue est suivie par la diminution de son signal de fluorescence (F). 
Pour étudier l'efet d'un inhibiteur sur l'incorporation de la Pira, les celules ont été 
incubées, comme indiqué ci dessus, mais cete fois-ci en présence de diférentes 
concentrations d’inhibiteur à tester. Lorsqu' une concentration [I] d'inhibiteur est ajoutée, une 
diminution plus importante du signal fluorescent est observée comparée au contrôle où les 
celules sont incubées sans inhibiteur (Figure 44). Cete diminution de fluorescence traduit 
une augmentation de l'accumulation intracelulaire de la Pira d'autant plus prononcée que 
l'inhibition du transporteur est importante. 
Pour des faibles concentrations d’anthracyclines, inférieures à 12 µM (la concentration 
utilisée lors de notre étude est de 1µM), l'intensité du signal de fluorescence est 
proportionnele à la concentration d'anthracycline. A l'état stationnaire, la concentration 
globale de drogue intercalée entre les paires de base de l’ADN est Cn = CT (F0 - Fn)/F0, où Fn 
correspond au signal de fluorescence. La concentration de drogue libre dans le milieu 
extracelulaire est  Ce = CT - Cn. 
Le Triton X-100, perméabilise les membranes celulaires et amène à un état d'équilibre 
où la valeur de la fluorescence est FN, la concentration globale de drogue intercalée entre les 



































Figure 44. Incorporation de la Pirarubicine dans des celules K562/ADR en présence des 
inhibiteurs de la P-gp. Typiquement 106 celules/ml sont incubées avec une concentration CT 
de pirarubicine et l’extinction du signal de fluorescence est suivie à 590 nm en fonction du 
temps. Trois cinétiques sont montrées : (a) En absence d’inhibiteur, (b) en présence d’une 
concentration faible d’inhibiteur, (c) en présence d’une concentration plus forte d’inhibiteur. 
 
En 1991, Frézard et Garnier-Suilerot ont montré que la concentration intracelulaire 
de la molécule Ci, peut être calculée par la relation C i = Cn . (CE/CN), où CN représente la 
concentration globale d’anthracycline fixée à l’ADN et CE = CT - CN  sa concentration 





7.1.3.- Expression des résultats 
L’activité inhibitrice de chaque molécule, exercée sur la P-gp, a été exprimée en 
fonction de la fraction d’inhibition calculée à partir des données de variation du signal 
fluorescent de la Pira à λémission = 580 nm (λexcitation = 490 nm). 
A l'état stationnaire l'intensité du signal fluorescent en présence de l’inhibiteur FnI et la 
concentration de Pira dans le noyau est : 
CnI  = CT (F0 – FnI) /F0 . La Fluorescence FnI est plus faible que Fn (sans inhibiteur). 
La fraction d’inhibition est définie par le rapport α où : 
α = (Cn (I) – Cn ) / (CN – Cn) 
α est compris entre 0 (aucune efficacité) et 1 (réversion totale). 
La fraction α a été calculée pour les diférentes concentrations d’un modulateur I, et la 
concentration correspondant à α = 0,5 (c’est à dire la concentration donnant 50% d’inhibition) 
a été déterminée pour chaque composé [I0,5]. 
 
7.2.- Résultats 
Les résultats obtenus de l’efet de diférentes concentrations de chaque inhibiteur sur 
l’eflux de la pirarubicine mené par la P-gp sur la lignée celulaire K562/ADR ainsi que pour 
le vérapamil (substrat standard de la P-gp) sont présentés dans le tableau VII en fonction des 
paramètres décrits dans la section 7.1.3. On observe que, à l’exception du composé 4c 
(tableau VII), les composés synthétisés ont des valeurs de [I]0,5 de l’ordre de µM ou même 
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nM, indiquant qu’ils possèdent une bonne activité inhibitrice de l’eflux de la pirarubicine par 
la P-gp. Pour la totalité des composés, les valeurs de [I]0,5 sont inférieures à  cele du 
vérapamil (1,60 ± 0,3 µM), les valeurs étant de 0,68 à 133 fois plus faibles que cele du 
vérapamil. Ceci signifie que ces molécules ont une bonne eficacité en tant que modulateurs 
de la P-gp. Parmi les composés testés, certains montrent des valeurs du paramètre αmax très 
proches de 1, ce qui signifie une forte accumulation de la Pirarubicine dans le noyau 












Tableau VIII. Activité des molécules inhibitrices de la résistance aux drogues multiples 
 
  Groupe Aryle 1 Groupe Aryle 2 [I]0,5 µM αmax 
1a cis/trans  B A  0,092 ± 0,015  0,85 ± 0,03 
1b trans/trans  B A  0,32 ± 0,10  0,81 ± 0,03 
1c cis/cis B A  0,03 ± 0,01  0,80 ± 0,02 
1d trans/cis  B A  0,012 ± 0,001  0,98 ± 0,03 
2a cis/trans  A C  0,24 ± 0,04  0,88 ± 0,03 
2b trans/trans  A C  0,14 ± 0,02  0,99 ± 0,01 
2c cis/cis A C  0,15 ± 0,03  0,99 ± 0,01 
2d trans/cis  A C  0,08 ± 0,03  0,89 ± 0,05 
3a cis/trans  A D  0,08 ± 0,01  0,81 ± 0,03 
3b trans/trans  A D  0,075 ± 0,01  0,94 ± 0,04 
3c cis/cis A D  0,18 ± 0,04  0,90 ± 0,03 
3d trans/cis  A D  0,15 ± 0,03  0,99 ± 0,01 
4a cis/trans  B E  0,63 ± 0,02  0,75 ± 0,03 
4b trans/trans  B E  0,61 ± 0,18  0,76 ± 0,03 
4c cis/cis B E 1,10 ± 0,3  0,76 ± 0,05 
4d trans/cis  B E 0,35 ± 0,1  0,77 ± 0,02 
5a cis/trans  B F  0,08 ± 0,01  0,98 ± 0,02 
5b trans/trans  B F  0,07 ± 0,01  0,99 ± 0,01 
5c cis/cis B F  0,07 ± 0,01  0,99 ± 0,01 
5d trans/cis  B F  0,02 ± 0,01  0,99 ± 0,01 
6a cis/trans  F G  0,13 ± 0,03  0,76 ± 0,03 
6b trans/trans  F G  0,14 ± 0,04  0,74 ± 0,02 
6c cis/cis F G  0,12 ± 0,04  0,94 ± 0,04 
6d trans/cis  F G  0,02 ± 0,001  0,99 ± 0,01 
7a cis/trans  F D  0,12 ± 0,04  0,96 ± 0,04 
7b trans/trans  F D  0,50 ± 0,07  0,77 ± 0,02 
7c cis/cis F D  0,05 ± 0,01  0,89 ± 0,05 
7d trans/cis  F D  0,29 ± 0,08  0,91 ± 0,06 






Dans le but de trouver des molécules ayant une forte capacité à inhiber l’activité 
d’eflux de la P-gp, 24 isomères géométriques ont été synthétisés, à partir des résultats 
obtenus précédemment pour les molécules corespondantes à la série 1, par l’équipe du 
professeur Teodori. Des résultats préliminaires sur cete série ont été publiés en 2009 
(Marteli et al, 2009). 
Si on compare l’efet de la géométrie des isomères sur l’inhibition de la P-gp, les 
valeurs les plus faibles du paramètre [I]0,5 sont obtenues pour la géométrie trans/cis dans la 
plupart des séries (composés 1d, 2d, 3d, 5d et 6d). Cete première analyse, suggère que cete 
géométrie est la plus propice à une meileure interaction avec le site actif de la P-gp. 
Cependant, une observation des valeurs les plus faibles de [I]0,5 pour les autres géométries à 
l’intérieur de ces séries révèle des diférences dans l’eficacité inhibitrice alant de 2 fois 
(série 3, composé 3a vs 3d) à 8 fois (série 1, composé 1a vs 1d) c’est-à-dire, de faibles 
diférences. Par conséquent, le seul critère de la géométrie des dérivés ne peut être utilisé pour 
généraliser l’influence de ce paramètre dans la modulation de l’activité de la P-gp. 
Si l’analyse des données présentées dans le tableau VII est réalisée en fonction des 
acides utilisés pour les réactions d’estérification à l’origine des composés appartenant aux 
séries 2 à 3, où la partie acide 3,4,5-trimethoxybenzoïque est substitué par 4-cyano-4-(3,4-
dimethoxyphenyl)-5-methylpentyl (série 2) ou 9H-fluorene (série 3), des variations peu 
importantes entre les valeurs de [I]0,5 des deux séries sont observées. 
Si cete même analyse est efectuée pour les séries 4 et 5, où la partie acide trans-
3(3,4,5 trimethoxyphenyl) acrylique contenant une double liaison est substitué par acide 3-
(3,4,5-trimethoxyphenyl) propanoïque (série 4), ou l’acide 3-(3,4,5-trimethoxyphenyl) 
propiolique contenant une triple liaison (série 5), des variations très importantes des valeurs 
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de [I]0,5 entre les composés de ces deux séries sont observées. Les valeurs de [I]0,5 suggèrent 
que l’élimination de la double liaison contenue dans l’acide trans-3(3,4,5 trimethoxyphenyl) 
acrylique, présent dans la série 1, entraîne une diminution de l’efficacité des inhibiteurs 
appartenant à la série 4 par rapport à ceux de la série 1 ; tandis que l’introduction de l’ acide 
3-(3,4,5-trimethoxyphenyl) propiolique améliore considérablement l’activité des inhibiteurs 
de la série 5 par rapport à ceux de la série 1 et à ceux de la série 4. D’après ces résultats, il est 
possible de suggérer qu’une diminution de la rigidité moléculaire est associée à une liberté 
plus grande de la molécule pour des changements conformationnels. Ceci se traduit par une 
diminution de la capacité de la molécule à interagir avec le site actif de la P-gp, entraînant une 
perte de l’efficacité de son activité inhibitrice. Au contraire, l’introduction d’une triple liaison 
augmente la rigidité de la molécule, restreignant les changements de conformation. Ceci 
permet à la molécule une meileure interaction avec le site actif de la P-gp, augmentant de 
cete façon sa capacité inhibitrice. 
Parmi les quatre séries mentionnées (séries 2, 3, 4 et 5), les meileures valeurs de [I]0,5 
sont observées pour la série 5. Afin de continuer dans la recherche des caractéristiques 
géométriques, deux séries supplémentaires ont été synthétisées à partir de la série 5 (séries 6 
et 7). La rigidité des molécules a été modifiée grâce à l’élimination de l’acide 3,4,5-
trimethoxybenzoïque présent dans les molécules de la série 5 et l’introduction de l’acide 2,2-
bis(4-methoxyphenyl) acétique (série 6) ou le 9H-fluorene, considéré comme un analogue des 
groupes apportant de la rigidité (série 7). Dans ce cas, la flexibilité des molécules a eu des 
efets diférents dans l’activité des isomères. L’isomère le plus efficace dans la série 6 est 
celui de géométrie trans/cis (6d, [I]0,5 = 0,02 ± 0,001 µM), tandis que pour la série 7  c’est 
celui de géométrie cic/cis (7c, [I]0,5 = 0,05 ± 0,01 µM). Il semblerait que la rigidité 
moléculaire dans ces deux séries afecte de manière moins importante l’activité inhibitrice. En 
même temps, le mode d’union des acides paraît modifier l’eficacité des inhibiteurs, 6d et 7c 
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ayant la meileure activité des deux pour la géométrie trans/cis. Nonobstant, les diférences 
entre ces deux isomères sont aussi faibles que celes existantes pour les isomères 1d, 2d, 3d, 
5d et 6d mentionnés au début de cete dissertation. 
Ces résultats suggèrent que la flexibilité des molécules semble être un facteur 
important pour le mode d’union au site actif de la P-gp, faisant des molécules les moins 




















Cete étude a été réalisée dans le but d’approfondir les connaissances ayant trait aux 
interactions du peptide Aβ42 avec les membranes celulaires conduisant aux événements 
physiopathologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. Ces interactions ont été 
étudiées selon: i) le transport du peptide Aβ42 à travers les membranes, dans lequel la 
participation du transporteur ABC P-gp a été évoquée par certaines études et, i) la 
modification de certains paramètres celulaires suite à ces interactions.  
Concernant le processus d’élimination du peptide Aβ42 par la P-gp, nos résultats 
suggèrent que dans nos conditions expérimentales et avec le modèle celulaire utilisé, ce 
transporteur ne prend pas en charge le peptide Aβ42. Cete afirmation s’appuie sur les faits 
suivants : i) nous n’avons pas observé dans des vésicules de membrane, une stimulation de 
l’activité ATPase de la P-gp en présence du peptide Aβ42 ; i) aucune modification de la 
vitesse d’efflux d’un substrat de la P-gp, la pirarubicine, n’a été observée  en présence du 
peptide amyloïde. 
Aux observations mentionnées auparavant s’ajoute un troisième fait : l’absence de 
diférences entre la mortalité celulaire induite par le peptide Aβ42 sur les lignées celulaires 
K562/ADR et K562 surexprimant ou non la P-gp. Si une diminution dans l’expression de la 
P-gp est évoquée comme un facteur déclencheur de l’accumulation des peptides Aβ, nos 
observations permetent de suggérer que la seule surexpression du transporteur n’est pas 
sufisante pour une diminution de la toxicité celulaire entraînée par le peptide Aβ42. 
Nos observations s’avèrent donc contraires à certains travaux de recherche suggérant 
une participation de la P-gp dans l’eflux du peptide Aβ au niveau la BHE mais sont aussi en 
harmonie avec d’autres études metant en question le fait du transport de Aβ par la P-gp. Par 
aileurs, de par les caractéristiques et propriétés physico-chimiques du peptide Aβ42 ainsi que 
par les caractéristiques et le fonctionnement de la P-gp en tant que transporteur décrites à ce 
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jour, un eflux de Aβ42 efectué par celui-ci ne semble pas être possible. Cependant, la 
possibilité d’un transport de produits de dégradation du peptide Aβ42 par la P-gp ne peut être 
exclue. A ce titre, une étude sur le transport des petites séquences du peptide Aβ pourrait être 
utile afin de vérifier cete hypothèse. 
En conclusion, nos résultats suggèrent le non contribution de la P-gp à l’eflux du 
peptide Aβ42 intact. Par aileurs, si un eflux du peptide a lieu, celui-ci peut être réalisé via 
d’autres molécules non identifiées de nos jours. 
D’après l’hypothèse de la cascade amyloïde, suite à une défailance des processus de 
production et d’élimination des peptides Aβ, survient la mort neuronale observé dans les 
cerveaux de patients ateints par la maladie d’Alzheimer. Bien que l’idée générale proposée 
dans cete hypothèse soit acceptée, la succession d’événements conduisant à la mort neuronale 
due à l’accumulation des peptides Aβ42 est encore un sujet à explorer. Dans cet esprit, au-
delà du simple fait d’avoir observé une mort celulaire dépendante des concentrations du 
peptide Aβ42 utilisées, notre intérêt s’est aussi porté sur la variation de deux paramètres 
cruciales pour la survie celulaire avant que la mort ait lieu. A ce titre, nos résultats suggèrent 
une augmentation de la concentration intracelulaire des ions chlorure (anions essentiels pour 
la régulation du volume celulaire ainsi que pour la neurotransmission) et une altération du 
potentiel membranaire sur la lignée celulaire neuronale SH-SY5Y suite à sa culture en 
présence de 0,5 µM du peptide Aβ42. Ces deux altérations sont censées produire la mort 
neuronale. Cependant, cete morte neuronale suite à l’interaction des peptides Aβ avec les 
membranes peut être induite de plusieurs manières, faisant impossible de la circonscrire à 
l’altération d’un seul procès celulaire. Des études d’une part destinées à approfondir quels 
sont les processus celulaires directement altérés par le peptide Aβ42 sont nécessaires. D’autre 
part, une fois établie cete cartographie, il est nécessaire d’évaluer la contribution réele de 
chacun de ces processus à la mort neuronale. L’ensemble de ces connaissances s’avère donc 
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utile non seulement pour comprendre la pathophysiologie de la maladie d’Alzheimer mais 
pour concevoir des traitements ciblés à reverser les processus celulaires modifiés.    
La P-gp étant un transporteur lié, en grande partie, à la résistance des celules aux 
médicaments, la connaissance des caractéristiques moléculaires des substrats peut aboutir à 
deux objectifs: i) une meileure compréhension des interactions des molécules avec la P-gp 
et, i) dans le cas de conception de nouveaux traitements destinés à guérir la maladie 
d’Alzheimer, permetre de concevoir des molécules capables d’inhiber la P-gp et ainsi de 
faciliter le passage vers le cerveau de médicaments qui pouraient être eficaces  mais dont 
l’entrée serait impossible à cause de la présence de la P-gp. C’est dans ce contexte qu’une 
partie de cete thèse a été consacré à étudier l’efet de diférents inhibiteurs dérivés du 
vérapamil sur la P-gp. 
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